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Lors de leur deversement dans l'environnement et de leur migration dans le sol, 
les hydrocarbures pétroliers d'un maange se répartissent entre quatre phases : 
vapeur, aqueuse, liquide non aqueuse (libre) et partidaire (solide). De façon 
geneaie, plus la chaîne d'hydrocarbures du contaminant est longue, moins il 
sera accessible aux micro-organismes naturellement presents au niveau de la 
contamination. Cette notion d'accessibilite limite la portee des traitements 
biologiques en première ligne puisque les micro-organismes ne peuvent entrer 
en contact avec les contaminants pour les dégrader. Néanmoins, ceux-ci 
demeurent biodegradables : c'est leur non-biodisponibilité qui entrave la 
restauration biologique du sol. 
Le lavage des sols contamin& aux compos& hydrophobes difficilement 
accessibles aux micro-organismes est une technologie physico-chimique 
éprouvee pour leur restauration. Cette technologie, qui combine la separation 
selon la granulom&rie des partides et le retrait des contaminants A l'aide 
d'agents tensioactifs, presente toutefois quelques limitations. Celles-ci sont 
d'abord d'ordre enviromementai, puisque les agents tensioactifs actuellement 
employes sont de nature synthetique et se montrent parfois toxiques et non 
biodégradables. Elles sont ensuite d'ordre économique, car leur utilisation peut 
représenter jusqu'à 50% du coût de traitement des sols. Ce dernier facteur 
limite grandement le recours au lavage de sol, où il y a traitement de la majeure 
partie du sol, face à l'enfouissement, où iI n'y a que déplacement de la 
contamination. 
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Les travaux presentes dans ce mhoire se sont par consequent penches sur 
l'exploration d'une voie de traitement pour un sol contamine aux 
hydrocarbures semi- et non-volatils, regroupes sous les C I A .  L'idée 
instigatrice trouve son origine dans la substitution des agents tensioactifs 
synthetiques (surfactants) par des biosurfactants. Ces derniers etant rarement 
disponibles à échelle industrielle ou a prix acceptable pour le lavage de sol, 
l'emphase f i t  mise sur I'etude d'une voie de production de biosurfactants 
permettant la valorisation de rejets industriels en vue d'en diminuer les coûts 
de production. Par ailleurs, en tenant compte que le procédk de lavage n'exige 
pas l'emploi de produits purs, le potentiel des bouiUons bmts de productions 
de biosurfactants (i.e. non purifies) ht etudié. 
Une revue de la littérature a permis de sélectionner la levure Gmdida bombicola 
ATCC 22214 comme souche productrice de biosurfactants en raison de sa forte 
productivité, de son potenfiel de production A partir de rejets industriels et de 
son pH de croissance, ce dernier permettant d'entrevoir un mode de production 
non sterile. 
Les objectifs de la recherche ont ainsi porté sur deux aspects, soit la production 
de biosurfactants et le lavage de sol avec ces derniers. Conséquemment, il fallut 
démontrer la faisabilité de la production de biosurfactants par Gmdirla bombicoln 
ATCC 22214 en milieu non stérile, B partir de rejets industriels, et verifier la 
faisabiüté du lavage d'un sol contamine aux Ci& à l'aide de milieux de 
production non purifi& de Candidu bombicoln. 
La levure croît et synthêtise les biosurfactants en presence de glucose et d'huile 
vegêtale. La substitution de ces deux substrats par de la mélasse non raffinée, 
un sous-produit du raffinage du sucre, et de l'huile vegetale usee, provenant de 
l'industrie des croustilles, f i t  evaluée en Erlenmeyer. Les resultats n'ont montré 
aucun effet significatif de l'huile v6getale usée par rapport à de l'huile vbgétale 
pure sur la production de biosurfactants. En contrepartie, la substitution du 
glucose pur par de la mélasse a permis de maintenir un pH de production 
optimal (3,5) en raison du fort pouvoir tampon de celle-ci, ce qui favorise la 
production de biosurfactants. L a  production atteignit plus de 90 g/l en 13 jours 
poux les milieux contenant de la melasse, par rapport à 70 g/l pour ceux en 
étant exempt et contenant du glucose. 
Par la suite, les biosurfactants furent produits en reacteur de 80 litres, à partir 
de melasse non raffinee et d'huile vegétale usee, en milieu non steniise. La 
production obtenue dans ce cas fut de 70 g/l en dix jours, pour un rendement 
par rapport aux substrats allant jusqutB 0,61 g/g. Le mélange de biosurfactants 
obtenu a montré les mêmes caractéristiques que celles publiees dans la 
littérature pour ce type de biosurfactants. Ainsi, la concentration micellaire 
critique fixt mesuree à 25 mg/l et des chromatographies en couche mince ont 
permis de confirmer l'identité du mélange. Par ailleurs, la composition du 
mélange de production brut ne semblait pas affectbe après deux mois 
d'entreposage à 4°C. 
Les solutions de biosurfactants non purifiées, employées comme solution de 
lavage, ont permis de retirer 39 % des CIO-& contenus dans un sable (Dpntids 
< 1 mm) initialement contamine à 13 400 mg/kg sec. La dilution des solutions 
jusqu'à une concentration de 40 % (v/v) en solution brute n'a pas diminue 
ltefficacite des lavages, qui furent r~afisés en mode cuvée. Les sols lavés 
rencontraient les critères du Ministhe de I'environnement et de la faune pour 
une réutilisation dans un terrain A vocation commerciale ou industrielle (plage 
BC). Cependant, l'huile végetale residuelle provenant du milieu de production 
aeait vraisemblablement des interférences dans les analyses de contaminants et 
celles-ci surestimaient la contamination réelle des sols laves. 
Les resultats de cette recherche démontrent la faisabilite d'une production de 
biosurfactants par &dida bombicola ATCC 222l4 pouvant repondre aux 
exigences industrielles. La production fut démontrée en milieu fion sterile, a 
p h  de rejets industriels et à grande khelle. De plus, les contrôles associés a 
la production étaient a leur minimum, puisque aucune régularisation de 
température ou de pH externes n'etaient appliques. Les solutions produites 
dans ces conditions peuvent être entreposées au moins deux mois sans en 
altkrer l'efficacitk. Telies que produites, ces solutions peuvent être diluées et 
restaurer un sable contamine à 13 400 mg/kg CIO-CS0 jusqu'à 1 500 mg/kg. 
Les solutions de lavages sont biologiques et vraisemblablement biodégradables. 
Des essais suppkmentaires sur le traitement des eaux de lavage et s u r  le 
polissage du sol lavé devraient être toutefois rkdises pour vérifier leur 
dégradation et la toxicité t?ventuelle des sous-produits de degradation. 
Enfin, la capacité de l'huile vhgktaie seule à laver les sols fut évaluee. En effet, 
l'huile végetale est un composant organique possedant des proprietes lui 
permettant de jouer le r81e d'un solvant lourd. Les séries de lavage r&disêes ont 
effectivement revele un réel potentid de l'huile vegétaie à extraire les 
con taminants hydrophobes peu solubles. Cette capacite devrait être evaluée 
pour d'autres con tarninants (BPC, HAP, etc) et pour d'autres matrices. 
Once released in the environment, petroleum hydrocarbons migrate in the 
subsurface and partition between four phases : vapor, aqueous, non-aqueous 
Liquid (free) and partidate (solid). Usually, the longer the hydrocarbon chah 
length, the less it WU be accessible to the naturally occuring miaoorganisms 
present near the contamination. The unavailability of these compounds limits 
attemps to bioremediate polluted soils. The fact is, these pollutants remain 
biodegradable and it is their non-bioavailability that accounts for their 
persistence in the soil matrix. 
Soi1 washing is a physico-chernical process involving particle size-separation 
and diemical desorption of the con tarninants with help from surface active 
agents known as surfactants. The technology has been proven efficient for the 
removal of highly hydrophobic components from contaminated soils. 
Nervertheless, its application is hindered by the chernical nature of the 
surfactants used, which can be toxics and non degradables. Economics also 
play an important part, as surfactants are still expensive and c m  represent up 
to 50% of the total treatment cost. Consequently, landfiU disposal is achially by 
far preferred, and therefore, the soils are not really treated. 
The exploration of a soil washing process uivolving biosurfactants instead of 
their synthetic counterparts was the airn of the work presented here. The 
intricacy king the poor availability of biosurfactants at an industrial sa le  and 
their high associated cost, the emphasis of the research focused on the use of 
unexpensive raw substrates for the production of biosurfactants and the 
lowering of their cost. Furthexmore, soil washing must not necessarily involve 
pure products, so the potential of raw biosufactant production broths was 
studied as washing solutions for a 13 400 mg/kg (dry) Cl& contaminated 
sand (dia < hm). 
A review of the existing litterature lead to the choice of the yeast Gmdida 
bombicoli ATCC 22214 as a biosurfactant-producuig organism. Its high 
productivity, its potential of king produced from unexpensive raw substrates 
and its low pH growth were all factors leading to its selection. The latter 
having its importance for a non-sterile production process. 
The research objectives followed two ways, one king biosurfactants production 
from Candida bornbicola from industrial by-products under non-stde 
conditions, the other king the use of these raw production broths for soil 
washing. 
Glucose and vegetable oil are necessary for high biosurfactant production with 
the yeast C. bornbicola. In the present research, these pure substrates were 
substituted without further purification with raw molasses, a by-produd h m  
sugar refinery, and used vegetable oil from food industry (chips processing). 
The results showed that used vegetable oil instead of pure canola oil has little or 
no effect on the cultivation course of Candida bombiwh. On the 0 t h  side, the 
capacity of raw molasses to act as a buffer helped to maintain an optimum pH 
value (ca. 3.5) throughout the fermentations, compared to the cultivations in 
pure medium where pH dropped to values between 2.6 and 2.8. This factor 
probably contributed to better productivity in mediums containing raw 
molasses instead of glucose, which were 90 g/l and 70 g/l in biosurfactmts 
after 13 days of cultivation, respectively . 
The sarne medium containing raw molasses and used vegetable oil was then 
w d  for a non sterile production of 80 liters in an agitated reactor. The 
biosurfactants production obtained after 10 days of dtivation was 70 g/l and 
yielded up to 0.61 g/g against the substrates consumed. The biosurfactants 
solution obtained showed the same characteristics as those published for pure 
cultivations. The critical micelle concentration was then measured at 25 mg/l 
and thin-layer chromatography perfomed on broth extracts were similar to 
those published for the components. The storage of raw production broth at 
4°C for up to two months did not affect composition of the solution. 
Raw production broths could remove 89% of CIO-& contained in the soil 
(dia.< mm) initially contaminated with 13 400 mg/kg Cto-Go. Use of wash 
solutions which were düuted down to a concentration of 40 % (v/v) in raw 
biosurfactant broth did not affect the removal efficiency of the soil washing 
process, which was conducted under batch conditions. Washed soil met the B- 
C restauration aiteria (MEF) for its reuse in a commercial or industrial site. 
However, residual vegetable oil contained in the raw production broths used as 
wash solutions interfered with con taminants analysis, and most probably 
overestixnated the real contamination level in the washed sou. 
Results obtained in this research show the feasibility of a biosurfactant 
production process involving Cmidida bombicola ATCC 22214 which could meet 
industrial needs. Production under non sterile conditions from cheap 
industrials by-products was demonstated to be comparable to those obtained 
for pure processes, even at a larger scale. The process used was most simplified 
and did not involve any controls of temperature or pH, as they could self- 
regulate. Raw production solutions c m  be stored up to two months with no 
sigruficant effect on their efficiency as washing solutions. As produced, diluted 
biosurfactants-containllig solutions could lower the Cl& soi1 contamination 
to lf5W mg/kg (dry). Wash solutions are most probably biodegradable but 
toxicity tests should be made to v* possible treatment ways. Same tests 
should be made on biopile treatment of the washed soi1 for degradation of 
residual con taminants or vegetable oil. 
Finally, the evzluation of vegetable oil alone as an extracting agent was studied. 
Properties of vegetable oil could make it act as a heavy solvent. Soil washing 
assays confirmed the great potential of vegetable oil used as an extracting 
agent. Up to 88 % of the Cl& were removed for a 120 g/l aqueous solution 
of used vegetable oil which is most probably biodegradable, available at a low 
cost and does not involve a production process for the extracting agent. Further 
experiments on this ability of vegetable oil is recomrnended as it codd be 
integrated in bioprocess or environmental engineering. Vegetable oil could act 
as an extrachg agent for a nurnber of hydrophobic cornpounds (PCBs, PAHs, 
etc). 
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Les sols contamin& restaures jusqu'à la plage B-C des critères du minist&re de 
l'environnement et de la faune peuvent être employés comme matériau de 
remblai dans un site d'enfouissement. Dans l'optique d'une chaîne de 
traitement globale opérant sur un tel site, un mode de traitement des sols 
contamin& employant les ressources disponibles sur un site d'enfouissement 
fut envisagé. C'est pourquoi les efforts de cette recherche ont d'abord porté sur 
le lwviat de site d'enfouissement, qui fut initialement identifie comme rejet 
industriel cible pour la production de biosurfactants destinés au lavage de sols 
contaminés. 
Les experiences visaient à stimuler la synthhse de biosurfactants par les micro- 
organismes indigenes du lixiviat, en contralant certains besoins nutritionnels et 
conditions de productions documentees pour les biosurfactants en geieral. 
Bien que présentant initialement des propri6tes tensioactives, le lixiviat de site 
d'enfouissement ne semblait cependant pas contenir les micro-organismes 
producteurs de biosurfactants. C'est A la suite de ces résultats que le choix d'un 
miao-organisme producteur s'est imposé, ce qui impliquait egaiement La mise 
de &te du lwviat de site d'enfouissement comme milieu de production B cette 
étape. Ce choix de micro-organisme fut cependant realisé dans l'optique d'une 
production à partir de rejets industriels. 
Par conskquent, les r6sultats générés a partir de liuvat de site d'enfouissement 
ne font pas l'objet de ce rapport, car les travaux ont rapidement été diriges sur 
la production de biosurfactants ik partir d'un inoculum pur. 
Les hydrocarbures petdiers forment une classe de produits d'usage 
mondialement repandu et d'applications multiples. Les compos& 
d'hydrocarbures sont nombreux et communément classés en fonction du 
nombre d'atomes de carbones contenus dans leur chaîne. Ainsi, les 
hydrocarbures petroliers totaux sont representQ sous les Cla-Go. Parmi ceux-ci 
se situe toute une gamme de composes se répartissant entre volatils (G-CIO), 
semi-volatils (Cil -Cie) et non-volatils (Cl8 et +) (U.S.EP A, 1991). 
Lors d'un déversement dans l'environnement, il y a répartition de ces composés 
au sein de quatre phases, soit une phase vapeur où se dirigent les volatils, une 
phase libre où se retrouvent les composes peu solubles, une phase aqueuse où 
certains composes sont solubilisés, et enfin une phase solide où les composes les 
plus lourds et les plus hydrophobes sont adsorbes (Cookson, 1995). 
Parmi les traitements pr6conises pour la restauration des sols (phase solide) se 
situent les procédes de mise en decharge, d'encapsulation/stabilisation et 
d'incineration (U.S.EPA, 1997). Mais les coûts reliés à l'incinération et la 
reticence grandissante du public face à cette option y limitent le recours (Davis 
et al., 1995). D'autre part, les procedés de stabilisation et de mise en décharge ne 
peuvent être retenus comme solutions h long terme puisqu'ils ne constituent 
pas des voies de traitement. Il faut par conséquent viser l'application de 
technologies alternatives pour la restauration de sols contaminés. Celles-ci 
comprennent entre autres l'extraction par solvant, l'extraction sous vide, la 
desorption thermique, le lavage de sol, la vitrification, et la biorestauration. 
mes n'occupaient toujours en 1995 qu'environs 40% du march6 amêricain, ce 
pourcentage demeurant relativement stable depuis 1992 (U.S.EPA, 199î ; 
u.s.ma, isg. 
Le traitement par biorestauration de sols contamin& par des hydrocarbures de 
haut poids moleculaire (Go-Ga) comme les huiles de lubrification demeure 
laborieux en raison des proprietés physiques des polluants. Mais il est essentiel 
de retenir que s'ils sont difficilement biodegradés, ces compos& demeurent tout 






degradeus qui limite la portee des 
1994 ; Zhang et Miller, 1992) en tete de 
Le mariage des bioprocédés et des technologies physico-chimiques peut dans ce 
cas etre avantageux. 11 s'agit d'intégrer les procédés biologiques aux procedes 
physico-chimiques : le concept de chaîne de traitement prend toute son 
importance et est partidierement approprié dans les cas de contamination 
complexe aux hydrocarbures récalcitrants (Samson, 1994). Néanmoins, le 
problème typique de géneration de sous-produits de traitements, comme des 
acides et des solutions de lavage toxiques, par les procédes physico-chimiques 
demeure, de même que leurs coûts eleves d'application. 
La récalutrance de certains compos4s pétroliers A la biodegradation résulte de 
leur forte adsorption sur les partides de sol. La technologie du lavage de sol 
(ex si tu)  avec agents tensioactifs est une voie de traitement innovatrice 
précisément conwe pour remédier cette problématique (USEPA, 199î ; 
Freeman et Harris, 1995). Mais les agents tensioactifs (aussi appeles surfactants) 
presentement employes cette fin sont de nature synthetique, souvent toxiques 
et non biodegradables, générant par conséquent une solution de lavage riche en 
con taminant(s) et surfactants en cours de traitement (Sims, 1990). De plus, si les 
surfactants sont efficaces pour le lavage des sols (Ang et Abdul, 1991), leur 
usage est fortement limite par leur coût excessif qui peut s'elever jusqu'à 50% 
du coGt total d'un procéde (Zhou et Kosaric, 1995). 
La substitution des surfactants synthétiques par des surfactants biologiques, des 
biosurfactants, se presente comme I'integration idéale d'une composante 
biologique au procedé physico-chimique de lavage. Cependant, ceux-ci n'étant 
disponibles ni en quantites industrielles ni h des prix concurrents, il faut, pour 
satisfaire aux exigences industrielles, étudier une voie de production de 
biosurfactants qui soit économiquement acceptable à des fins de lavage de sol. 
L'utilisation de produits purs n'est pas primordiale dans Ie procédk de lavage 
de sol : cet enonce est la base des simplifications et modifications étudiees 
dans la présente recherche. Ainsi, l'utilisation de biosurfactants non purifies et 
de milieux de production non st&iles pourrait satisfaire aux besoins du procede 
de lavage de sol. Plus encore, i'usage de rejets industriels comme base de 
production des biosurfactants pemettrait de diminuer les coûts relies aux 
substrats ualises pour leur biosynthèse tout en favorisant la valorisation de ces 
résidus. 
Dans cette lignée, le p'sent projet explore une voie de traitement pour un 
sol contaminé aux hydrocarbures lourds où l'emphase est mise sur la 
valurisution de rejets indusfnèls dans un procédé de Lmage de sol. L'idée 
instigatrice repose sur la substitution des su@cfants synthétiques 
acfuelIement employés pour le h g e  de sol par des surfactants 
biologiques. Deux aspects sont donc considérés, à suvoir la production de 
la solution de Image et le Image proprement dit. 
Wypothese de recherche 
Lfhypothi?se sur laquelle se base la recherche s'énonce comme suit : 
Des solutions de produciion de biosurfactants non pu~fiées, ksquelles 
sont produites par îandida bombicola ATCC 22214 en milieu non 
stériles à partir de rejets industriels, peuvent laver un sol contaminé aux 
hydrocarbures pétroliers peu ou non-volatils, regroupés sous les Cie-GO. 
Les travaux se scindent en dew volets, soit la production de biosurfactants et le 
lavage des sols, et les objedifs correspondants sont les suivants : 
Démontrer In faisabilité de la production de biosurfcmts pur Gindida 
bombicoln ATCC 22214 en milita non stmle, à partir de rejets 
industriels ; 
VZr$&r la faisabilité du lavage d'un sol contaminé aux G&o à raide 
de milieux de production non purifiés de Gindida bombicoln. 
CHAPITRE 1 
REVUE DE LITTÉRATURE 
Le clurpitre 2 présente les éléments pertinents poru cerner le cadre de ln reclierclir, 
prétiser le domaine d'npplicntiun et fournir les infonnntions nécessaires i2 ln 
compre71ension du contexte du projet et  de son holrition. Ces infomntions ont éte' 
puisées dans les revues scientifiques, limes tecliniqzres et rapports publics. En premier 
1 ieu, Lin approfondissement de ln problémntiqite des lzydrocnrbu res péîrul iers et des sols 
con tmzinés est présenté, szriz~i d'un exposé sur la teclznologre du lmmge de sol. Ensuite, 
une importnn te section se consacre nrix ngen ts tensionctifs clziniiques et biohgiqires, ii 
lerr rs propriétés et cn rrrctéris tiques. 
1.1. LES HYDROCARBURES PÉTROUERS €T LES SOLS CONTAMINÉS 
La deuxième révolution industrielle de 1880 rkpandit l'usage de nouvelles 
énergies dont les produits p&roliers englobaient une large part et demeurent 
aujourd'hui la principale source (Willerval et al., 1988). Comme pour la plupart 
des produits chimiques a cette &poque, leur dtweloppement et leur utilisation 
prkedaient la connaissance complète de leurs impacts sur l'environnement et la 
santé humaine. 
À la suite de certaines étapes de raffinage, les hydrocarbures petroliers sont 
acheminés vers des points de distribution et des industxies diverses. Ces 
composés y sont employes comme carburants, solvants et produits primaires 
dans les industries du textile, pharmaceutique et plastique; ils représentent une 
des fractions les plus usées de produits chimiques dans le monde industrialise 
(Reisinger, 1995). De pair avec cet usage genéralise naissent de nombreux sites 
contamin~sf dont plusieurs seront plus tard orphelins. 
Ce n'est qu'à partir des années 60 que la sensibilisation face aux consequences 
environnementales des usages des produits chimiques fut amorc&ef notamment 
avec la mise au jour des effets nefastes du DDT (U.S.EPA, 1995). C'est ainsi que 
le rninistbe de l'Énergie et des Ressources (MER) n'adopta qu'en 1991 le 
Reglement sur les produits petroliers qui exige pour I'an 2001 le remplacement 
de tous les reservoirs souterrains en acier non protégé contre la corrosion et 
utilises pour l'entreposage de carburant, lubrifiant ou de mazout (Table de 
concertation sur les lieux contaminésf 1993). L'introduction de ce reglement 
reconnaît la présence de la contamination 
réservoirs et la nécessite d'y re&dier. Il 
des sols au voisinage de ces 
fut estime qu'en regard de ce 
reglement spécifique, il y avait au Quebec en 1993 plus d'un million de metres 
cubes de sols contamin& aux hydrocarbures (Table de concertation sur les lieux 
contamin&, 1993). Mais nombre d'autres contaminations prennent leur origine 
de déversements accidentels (contamination ponctuelle) ou fonctionnels 
(contamination constante) qui sont reliés l'utilisation et manipulations 
courantes des hydrocarbures. Par exemple, les raffineries, les zones 
aéroportuaires et les lieux d'entretien de v6hicules ne sont que quelques-unes 
des autres sources ayant contribué h la creation de sites cont;unin&s aux 
hydrocarbures (Cookson, 1995 ; Reisinger, 1995 ; U.S.EPA, 1997). De plus, 
comme ces terrains se situent fréquemment en zone industrielle et qu'ils offrent 
un fort potentiel de développement, le marche actuel de l'achat et de la revente 
de terrains est un facteur suppkmentaire pour une décontamination active des 
terrains. 
Par leur importance, les terrains contamin& aux hydrocarbures petroliers sont 
d'un interet part ider  pour la mise au point de procedés de restauration. 
Ceux-ci, apr& avoir porte sur les compos4s les plus manifestes comme les 
composes volatils, visent de plus en plus leurs composés les plus difficiles à 
retirer ou &miner du sol (Reisinger, 1995 ; U.S.EPA, 1997). Cette résistance 
s'explique par leur migration et leur répartition dans le milieu après un 
déversement. 
Le degré de contamination et les actions à entreprendre pour restaurer le site 
sont définis au Quebec h partir de certains critères inciuant la sensibilité de 
i'usage du terrain, la concentration du ou des contaminants, leur nature et, ppls 
récemment, leur toxicité (ME', 19%). 
1. f .  1. S~UUCTURES E i  PRoPRIÉTÉS DES HYDROCARBURES 
Les hydrocarbures forment une classe de nombreux composés aux 
caractéristiques ciifferentes. La plupart des maanges d'hydrocarbures sont 
constitués de composes aliphatiques, alicydiques, aromatiques et aromatiques 
ht!t&ocydes (Cookson, 1995). Les hydrocarbures aliphatiques sont caracteises 
par une chaîne linéaire d'atomes de carbone qui peut contenir des liaisons 
doubles ou triples ainsi que des ramifications. Les alicydiques sont caracterises 
par un anneau carboné dans leur structure, tandis que les aromatiques 
presentent un anneau de benzhe qui se reconnaît p u  des liens doubles en 
alternance entre chaque atome de carbone. La figure 1.1 illustre les structures 
de base. Enfin, les composés h6terocycles sont des composés aromatiques dont 
un atome est un atome de soufre, d'azote ou d'oxygéne (figure 1.2). 
H H H H H H  
I l I l I I  
C-C-C-C-C-C-H 
1 1 1 1 1 1  
H H H H H H  
a) hep tane 
c) benzène 
Figure 1.1 Structures de base des hydrocarbures. a) composé 
aliphatique. b) composé alicyciique. c) compose 
aromatique. 
Co : anneau de benzhe 
Figure 1.2 Hydrocarbure hetérocyde (dibenzothioph&ne). 
À the  d'exemples, on retrouve typiquement dans le diésel (fuel oil n02) environs 
30% d'alcanes (aliphatiques), 45% de cyc~oalcanes (alicydiques) et 25% 
d'aromatiques. L'huile brute (mde oil) quant à elle peut contenir jusqu'à 22% 
dthét&ocycles (Cookson, 1995). D'autres composes couramment retrouves d m  
les m61anges d'hydrocarbures sont rnentio~ks au tableau 1.1 en fonction de 
leur classe. Par ailleurs, il est kgalement fréquent de regrouper les 
hydrocarbures sous le nom du produit commercial où on les retrouve (tableau 
1.2). 
Tableau 1.1 Exemples d'hydrocarbures et leurs dasses 
- 
Classe composes 
Aliphatiques 3,3,4-trim&thylhexane, 1-penteie 
Alicycliques cydopentane, cyclohexane 
Aromatiques naphtalene, BTDO 
Hetérocydes carbazole 
S~URCE: (Cookson, 1995). 
'Benzène, toluhe, ethylbenzène et xylbes (dm, mita- et pm-). 
Tableau 1.2 Composition des produits petroliers. 
Produit commercial Composants majoritaires Nombre de Volatilité 
carbones 
Gaz 
Essence (gasol ine) 
Petrole lampant ou 
k&osène/ diesel nOl 
Huiles legères, 





Asvhaite ou brais 
Alcanes ramifi&/ non 1 - 5  Volatils 
ramifiés. 
Cydoalcanes et 6 -  O Volatils 
alkylbenzènes ramifi&/ non 
ramifiés. 
Alcanes , cycloakanes, 1-12 Semi- 
aromatiques (dont quelques volatils 
polyaromatiques), 
ramifiés/ non ramifiés. 
Akanes, cycloalcanes, 
aromatiques et cydoalcanes 
aromatiques. Oléfines. 




Composks polycycliques 26 - 38 Non-volatils 
lourds 
- - 
SOURCE: (Hart et Conia, 1987). 
Le tableau 1.2 indique la tendance des produits petroliers commerciaux iï se 
volatiser ; cette propriété est d'importance pour I'evaluation de la 
contamination, sa repartition et le choix d'une technique de traitement, qui sont 
abordés à la section suivante. 
2 .  MODELE DE RÉPARTI~ION DES HYOROCARBURES 
Lors d'un dkversement, les hydrocarbures d'un mélange se répartissent selon 
quatre phases au cours de leur migration d m  le sol (Cookson, 1995 ; Reisinger, 
1995 ; Mihelcic, 1995) : 
1. Une phase vapeur; 
2. Une phase adsorbee (associée à la phase solide); 
3. Une phase libre; 
4. Une phase dissoute. 
Le modele conceptuel de la migration des hydrocarbures dans le sol et les eaux 
souterraines est illustre A la figure 1.3. 
Figure 1.3 Modiile conceptuel de partition entre les 
- - - - -  
phases d'un 
con taminant dans un sol (adapte de Reisinger, 1995). 
Le tableau 1.3 donne la distribution typique des compos& de I'essence dans les 
phases du sous-sol à la suite d'un d6versement. On y remarque que la majeure 
partie des con taminants se retrouve dans la phase adsorbée. 
Tableau 1.3 Distribution des compos& de I'essence dans le sous-sol à la suite 
d'un déversement. 









(en plus de la phase libre) 
SOURCE : (Cookson, 1995). 
Les interactions entre les hydrocarbures et la matrice qui les recueille sont 
fonction des caractéristiques physico-chimiques de chacun et peuvent être 
représentees par des relations math6matiques. Par exemple, la proportion d'un 
contaminant qui s'est evapore peut etre estimée par la loi des gaz parfaits, 
l'atmosph&e de la zone vadose &nt, comme ltatmosp&e extérieure, 
principalement constituée d'azote et d'oxygène (Mackay et Paterson, 1981). 
Volatilité 
La tendance d'un compose à se volatiliser d'une solution liquide est exprimée 
par la loi de Henry (4q. 1.1) qui relie la composition à l'equilibre d'un liquide à 
une constante (Felder et Rousseau, 1986). A partir de cette equation, on 
remarque que la constante de Henry est inversement proportiomde iî la 
solubilite du composé dans le liquide. 
On peut dgalement évaluer la volatilite par le biais de la pression de vapeur du 
compose au-dessus de sa phase libre. Comme la phase libre est un maange 
d'hydrocarbures, des substances similaires, la pression de vapeur d'un 
contaminant d o ~ e  du m4Iange peut être reliée à sa composition. Cette relation 
est représentée par la loi de Raoult (Q.1.2) (Felder et Rousseau, 1986). Plus la 
pression de vapeur est élevée, plus le con taminant aura tendance à se 
volatiliser. 
PA: Pression partielle de L'hydrocarbure A dans la phase gazeuse (zone 
vadose); 
yk: Fraction molaire de I'hydrocaxbure A dans la phase gazeuse; 
P: Pression totale; 
XA : Fraction molaire de l'hydrocarbure A dans la phase liquide; 
HA O : Constante de la loi de Henry du composé A dans l'eau, à la 
température du système. 
La loi de Henry est ghéraiement applicable aux solutions diluées en A (contaminant), 
ce qu'on obsewe lorsqu'il est question de contamination. 
Loi de Raoult: 
PA 5 YAP = X A P A * ~  (eq.I.2) 
p*O: Pression de vapeur du composé liquide A pur, à la température 
du système. 
Suivant ce qui précede, plus la constante de Henry est élevee, plus le composé 
aura tendance à se volatiliser. Ainsi dans la zone vadose qui est non saturée en 
eau, les composes très volatils vont tendre à se disperser dans I'atmosph&e de 
cette zone et pourront Gtre traités par extraction sous vide. Les hydrocarbures 
de moins de 10 atomes de carbone, dont les BTEX (benzeie, toluène, 
éthylbenzhe, o-xy14?nef m-xylène et p-xylene) font partie, sont effectivement de 
plus en plus couramment extraits par cette voie. Celle-ci est souvent identifiee 
dans la littérature par le terme SVE pour mil-uapor extraction (U.S.EPA, 1997). 
Adsorption 
On entend par adsorption la retention d'un soluté en solution par la surface 
d'un mat&iau solide, alors que l'absorption réfere a la rétention du soluté à 
I'inttkieur de la masse du solide (Alexander, 1994). 
Lors d'un déversement, les hydrocarbures a migrent, de pair avec l'eau 
souterraine, dans les pores du sol, ce qui l'entraîne eventuellement dans 
l'aquifère. Au cours de cette migration, certains composés de faible solubilite 
vont se repartir sur d'autres phases non-polaires comme le sol, les sediments et 
d'autres matériaux organiques tels les acides humiques (Alexander, 1994 ; Bai et 
al., 1997 ; Cookson, 1995 ; Thangamani et Shreve, 1994). La force de cette 
adsorption depend du con taminant et de la matrice sur lequel il est adsorbé. 
En général, la tendance d'un composé à s'adsorber sur un matériau est &valu& 
par le coefficient de partition octanol/eau (Cookson, 1995 ; Raghavan et al., 1990 
; U.S.EFA, 1999, un coefficient independant de la matrice d'adsorption mais 
inversement proportionnel à la solubiliM aqueuse du composé et directement 
proportionnel h son poids moléculaire (USEPA, 1991). Il représente la 
proportion du composé qui se retrouve dans la partie organique d'un maange 
égal d'octanol et d'eau. Plus le compose sera soluble dans la phase organique 
(octanol), plus il aura tendance A s'adsorber sur les particules de sol ou de 
matière organique. 
Plusieurs valeurs de coefficients, noirnalement identifié sous le log Lw d'un 
compose, sont compilées pour divers contaminants et disponibles dans la 
litterature. Ainsi, un log Lw supérieur à 3,5 indique une tendance élevee à 
l'adsorption (U.S.EPA, 1991) : le compose est plus de 3500 fois plus soluble dans 
la partie organique que dans la partie aqueuse. L1&endue de la retention des 
con taminants est directement correlee avec la valeur du coefficient de partition 
octanol-eau et le pourcentage de carbone organique dans le sol (Alexander, 
1994). En effet, la matiere organique prksente dans le sol exerce une forte 
attraction sur les composes hydrophobes. Pour ces raisons, la presence d'argde 
et de matiere organique dans un sol influencera Ifefficacité des traitements 
d'extraction (Alexander, 1994 ; Freernan et Harris, 1995 ; Raghavan et al., 1990). 
A titre d'exemples, le chloroforme, un solvant très volatil, possède un coefficient 
de partition faible (log K, = 1,97), les BTEX ont des coefficients de partition 
rnoder4s (2,5 sr log &, 1 3,5), tandis que celui de l'anthracéne, un hydrocarbures 
aromatique polycyclique, est êlevé (log Lw = 4,45) (U.S.EPA, 1991). Le tableau 
1.4 présente quelques exemples d'hydrocarbures et leurs proprietes. 
L'adsorption est d'autant plus forte que la surface spécifique des particules est 
grande. Plusieurs études ont montre que le niveau de contamination décroît 
avec la taille des partides (Park et Jaffe, 1995 ; U.S.EPA, 1991 ; U.S.Eï?A, 1998). 
Par conséquent, l'adsorption est importante sur les partides d'argile, qui ont 
une grande surface spkifique (environ 1000 m2/g d'argile). 
Tableau 1.4 Quelques hydrocarbures et leurs propriett2s 
~ydrocarbure Formule Solubilité log K o d  
moléculaire aqueuse 
(m#J 
toluen$ c7w6 50 x 101 2,69 
O-xylhe3 C~HIO 17 x 101 3,12 
nap htalene4 G o f i  32 3,36 
p hénanthréne4 c14Hio 13 x 10-1 4,57 
pyrene4 c16H1o 14 x 10-2 5,18 
n-alcanes, sites contaminés a u  liquides kgers non aqueux P A P L ) ,  comme 
l'essence, le kérosène et le carburant d'avion à réaction (jet f ie f ) .  
cycloalcane 
aromatiques volatils (BTX) ou aromatiques monocycliques (HAM) 
aromatiques polycycliques (HAP) représentatifs des Liquides denses non aqueux @NAPL) 
log KOW < 25 : faible ; 2.5 5 log KOW s 3 5  : modérk ; log Kow > 3,s : éleve (U.S.EPA, 1991) 
SOURCES : (Diallo et al., 1994 ; Edwzuds et al., 1991). 
Porosité 
La porositk est une des plus importantes caractéristiques propre au sol 
influencant les interactions avec les con taminants (Cookson, 1995). EUe est 
définie par le volume des vides sur le volume total d'un 41ément de volume de 
sol. Elle s'exprime en pourcentage et dépend principalement de la distribution 
des particules et de la structure du sol. Le tableau 1.5 présente les valeurs 
typiques de porosité pour différentes dasses granulométriques. 
Tableau 1.5 Porosite de différents types de sol 
Sol Porosité (?h) 
Gravier grossier 24-36 
Gravier fin 25-38 
Sable grossier 31-46 
SabIe fin 26-53 
Limon 34-61 
Argde 34-60 
SOVRCE : (Cookson, 1995). 
En principe, plus la porosité est eievée, plus le sol pourra contenir une part 
importante de contaminants. En règle générale, les contaminants difficiles à 
déloger se retrouvent en surface et à l'intérieur des pores du sol (Ang et Abdul, 
1991). La pluie tombant sur le sol peut servir d'exemple pour expliquer les 
forces capillaires causées par la présence des pores. L'eau qui s'infiltre dans le 
sol remplit les pores en deplacant l'air et sature &entuellement le sol. A l'arrêt 
de la pluie, l'humidité du sol diminue en raison de la gravite. Mais en raison de 
la tension de surface de l'eau, une quantite d'eau demeure adheree au sol. Pour 
retirer cette eau, il faut appliquer une pression superieure à celle exercée par la 
gravité. La succion nécessaire represente le potentiel matriciel du sol. Plus les 
pores du sol sont petites, plus les forces capillaires et le potentiel matriciel 
seront eleves (Cookson, 1995). Ainsi, les forces capillaires sont les principales 
forces retenant les composés hydrophobes dans le sol (West et Harwell, 1992). 
Les pores penvent être qualifiées de maaopores (diametre supérieur à 100 pm) 
ou de micropores (diamètre inférieur h 100 (im). Ce facteur est determinant en 
biorestauration, puisqu'on considère que les bactêries migrent peu dans les 
miaopores, trop etroites (Vandermark et Batzing, 1987). Il fut cependant 
prouve que la restauration de systèmes hydrogéologiques poreux contamin& 
par des huiles peuvent être am&or& à I'aide de surfactants ( h g  et Abdd, 
1991). Ceux-ci, en diminuant la tension de surface de l'eau, augmentent 
Ilhabilete des forces visqueuses à contrer les forces capillaires qui retiennent les 
con taminanis dans les pores, ce qui facilite Ieur deplacement ( h g  et Abdul, 
1991). Les hydrocarbures semi-volatils et non-volatils peu solubles ( > Cil) qui 
se presentent sous forme liquide non-aqueuse (non-utpeuus phase liquid, NAPL), 
font gtinéralement partie des con taminants devant être delogés des particules 
de sol par extraction pour que celuici soit restauré. 
1.2. LA TECHNOLOGIE DU LAVAGE DE SOL 
Les propriétaires et promoteurs de terrains contamint5s démontrent en g-al 
de l1intéri2t pour un traitement de restauration rapide du terrain. En effet, la 
dynamique d'achat et de revente de terrains incite les promoteurs à les 
d&contaminer avant la revente, puisque les institutions financi&es n'accordent 
plus de prêts âux acheteurs de terrains cont;imint2s, en cas de non-solvabilite de 
ces derniers (Meunier, 1994 ; Samson, 1994). Dans ce contexte, la technologie 
doit permettre une restauration rapide et permanente des sols. 
Bien que le recours à la technologie du lavage de sol soit marginal au Québec et 
aux États-unis, plusieurs rapports de l'Agence de protection enviro~ementaie 
des Etats-Unis (U.S.EPA) et études scientifiques demontrent son efficacité pour 
le traitement de sols contamin& aux compos6s organiques hydrophobes, aux 
metaux et aux matériaux radioactifs (Freeman et Harris, 1995 ; Misra et Mehta, 
1995 ; Raghavan et al., 1990 ; U.S.EPA, 1991; U.S.EPA, 1997 ; U.S.EPA, 1998). 
Elle est par ailleurs beaucoup plus largement employee en Allemagne où l'on 
traite majoritairement des sols contamin6s aux huiles rninQales (Glass et al., 
1995). La popdarite en Allemagne et en Europe pour cette technologie est 
encouragée par une forte tendance vers des centres de traitement centralisés, 
permettant la restauration de dizaines de milliers de tonnes de sol par année 
(Glass et al., 1995). 
La technologie du lavage de sol est un procédé de reduction de volume et de 
lavage mécanique B base d'eau qui utilise des unites physiques pour concentrer 
et retirer les con taminants. Les contamhants sont retirés du sol selon l'une 
et/ou l'autre des voies suivantes (Raghavan et al., 1990 ; USEPA, 1997 ; 
U.S.EPA, 1998) : 
Par concentration des contaminants dans un volume reduit 
(10% à 30% du volume initial, (U.S.EPA, 1992)) de so! à la suite 
d'une séparation des particules; 
a. Par solubilisation des contaminants dans la solution de lavage. 
Les premieres &tapes du procede visent A défaire les agregats de sol en 
particules simples de gravier (fraction grossiere, > 4,75 mm'), sable 
(fraction sablonneuse, 0,075 mm< B p a r t i ~ e s  < 4,75 mm'), limon et argile (fraction 
fine, aparb& c 0,075 mm1). Un frottement intense et abrasif entre les partides 
IiWre les fines et le sable contamin& c o k  en surface des fractions plus 
grossières. Ensuite, ces particules sont segrégées par le biais de tambour rotatif, 
d'eau à haute pression et de separateurs hydrogravimehiques (hydrocyclones, 
vis sans fin, unité de flottation, etc.). Un exemple de procede de lavage de sol 
est presente à la figure 1.4. Au cours de ces &tapes et selon la contamination, 
des agents d'extraction chimiques (acides, bases, agents chélants et surfactants) 
peuvent &e introduits pour faciliter l'enl&vement et la dispersion des 
con taminants de la surface des particules (Raghavan et al., 1990 ; US.EPA, 
19%). 
- - -  - 
Selon la chsification de 1'American Soaety for Testing & Materials (ASïM, D-2487, 1985) 
(Gee et Bauder, 1986). 
Pour faciliter Itenlevement des compos6s organiques, un surfactant est 
normalement ajoute l'eau de lavage, tandis que les autres produits chimiques 
comme les agents chélants et les acides visent à enlever les metaux lourds et les 
matériaux radioactifs. 
Sol contamin4 aux Cl0450 
Eau tecirculée 
1 Eq Sa para teur 
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Figure 1.4 Procedé de lavage de sol. 
L'ajout de surfactants se fait généralement dans les cellules d'attrition qui 
traitent les fractions fine et sablonneuse du sol. Une agitation vigoureuse 
favorise la désorption des contarninants et le nettoyage des partides de sol par 
l'action des surfactants sur la tension de surface de la solution lavante (voir la 
section 1.3 sur les agents tensioactifs). Les surfactants agissent sur deux fronts, 
à savoir la mobilisation des contaminants et leur solubilisation dans la solution 
de lavage (Ang et Abdul, 1991) et plusieurs etudes ont montré leur efficacite 
pour la récup&ation de composes hydrophobes comme des huiles à 
transmission (Abdul et al., 1990) et des biphhyles polychiores (BPC) (Abdul et 
Ang, 1994). 
Une unit& de flottation permet de séparer le sol propre des fines et des 
contaminants qui se concentrent dans une phase légére qui remonte a la surface 
par suite de bullage dans le mélange. Le sol traite est ensuite envoye à une 
étape de polissage, comme un traitement en biopile si les contaminants sont 
biodegradables ou directement r&xtilise. La solution de lavage contenant les 
fines, les contarninants et le surfactants sont traitées (et généralement 
recirculees) soit par déshydratation et enfouissernent/stabilisation du gâteau 
(BIOTROL@ SoiI Washing System) ou encore dans un bioreacteur (BIOTROLO 
Soi1 Washing System, BioGenesisSM Soi1 and Sediment Washing Process) 
(U.S.EPA, 1996). 
1.2.7.1 A vantages 
Les principaux avantages du procede resident sur sa grande capacité de 
traitement (15 a 40 tonnes/heures, (Raghavan et al., 1990) et sa fiexibilite pour 
l'adapter au traitement de différentes contaminations (U.S.EPA, 1989). De plus, 
cette méthode est clairement identifiée par 1'U.S.EPA (lm) comme etant une 
alternative de loin préfkable la simple mise en decharge ou iî la stabilisation 
des sols. 
La technologie demeure E t &  danç le cas où le contenu en matières humiques 
(matiere organique) et en argrle est éleve (U.S.EPA, 1998). En effet, ces fractions 
forment généralement les residus de lavage et doivent soit être traitées sous une 
autre forme (réacteur en phase boueuse), soit mises en décharge ou stabilisees. 
Les vendeurs de technologies consultes sur la base de données VISITï de 
l'Agence de protection environnementale am&ricaine s'entendent généralement 
pour fixer 20% (v/v) le contenu maximal en matiere organique d'un sol et A 
40% le contenu en particules fines de moins de 63 microns (U.S.EPA, 1992), 
mais certaines entreprises affirment pouvoir traiter des sols contenant jusqu'à 
50% d'argile (USEPA, 1996). L'agence américaine mentionne une plage de 
distribution optimale des particules de sol s'etendant de 0,24 à 2mrn (U.S.EPA, 
1998). 
La prediction de l'efficacite du traitement à l'aide d'un surfactant est faible et les 
données permettant de corder les propriétés d'un agent tensioactif et son 
action sur un sol contamin6 ne sont pas etayées (Selvakumar et al., 1995). Des 
&tudes de traitabilites sont donc nécessaires pour chaque sol contami.6. Pamu 
les criteres de sélection, la biodégradabilité et la non toxicité du surfactants et de 
ses produits de degradation sont de première importance. En effet, si certains 
surfactants synth&îques sont biod&gradables, il fut dtkouvert que leur produits 
de dégradation étaient parfois plus toxiques que leur précurseur (Renner, 1997). 
Ainsi, les akylphénol &hoxyIés (ME, nonioniques), qui figurent pamii les 
agents tensioactifs les plus us& à travers le monde, sont le sujet d'un 
bannissement à travers l'Europe (Renner, 1997). Les sous-produits de 
dégradation de ces composes se montrent plus persistants, moins solubles et 
près de dix fois pius toxiques que le produit initial. Il y a cependant divergence 
d'opinions entre les communautés scientifiques européennes et américaines sur 
la persistence et la bioaccumulation des m4tabolites de degradation des 
alkylpheiols éthoxyl& dans l'environnement. D'un cdte, les scientifiques 
industriels américains citent des recherches indiquant que les centres de 
traitement des eaux traitent efficacement les aU<vlpMnols ethoxyles et que les 
métabolites pénetrant I1environnement ne sont pas persistant. Tandis que de 
l'autre côté, les scientifiques academiques européens soulèvent plusieurs 
recherches montrant la persistence des metabolites et leur bioaccumulation 
dans l'environnement (Renner, 1997). 
Par conséquent, la technologie genére une solution aqueuse possiblement 
toxique selon les produits de lavage utilises qui nécessite un traitement 
suppl6mentaire. Les rksidus de solution de lavage dans k sol traité peuvent 
egalement être presents à des niveaux demandant une etape de traitement du 
sol supplémentaire (U.S.EPA, 1998). Enfin, les produits chimiques employ& 
dans les solutions de lavage peuvent tuer les miaoorganismes indigènes au sol 
et entraver une &tape de polissage du sol par biotraitement (U.S.EPA, 1993). 
Enfin, les coQts associ6s a l'achat de produits chimiques peuvent reprksenter un 
part appréciable (jusqu'à 40%) du coQt total de traitement des sols (voir la 
section 1.3.1.6). 
1.2.1.3 Capacjtd de traitement et coût de la technologie 
Les equipements employés dans la technologie du lavage de sol proviennent de 
l'industrie minière qui procede à l'extraction des métaux. Incidemment, ces 
équipements ont de fortes capacites de production et sont conçus pour le 
traitement de fortes charges, ce qui les rend difficilement disponibles h petite 
êchelle, ainsi que le refktent les informations relatives aux vendeurs de 
technologies (U.S.EPA, 1994). Le seuil de rentabilite d'une chaîne de traitement 
par lavage de sol est d'environs 25 t/ heure (The Hazardous Waste Consultant, 
19%). 
Le cotit ii la tonne de sol traité varie de 100$ à 250$, incluant l'excavation 
(U.S.EPA, 1991 ; U.S.EPA, 1992 ; Van Benschoten et al., 1997). 
En résumé, les sols contamines aux hydrocarbures peu solubles ne peuvent 
actuellement etre traites directement par degradation en raison des forces 
capillaires qui retiennent les composes hydrophobes dans les pores du sol. La 
technologie du lavage de sol permet de concentrer la contamination dans un 
volume restreint de sol par skparation des fractions où les contaminants se 
repartissent diff&emment Les fractions les plus fines retiennent plus fortement 
les polluants dont la mobilisation et la solubilisaiion doivent être realisées par le 
biais d'agents tensioactifs qui diminuent l'attraction des particules de sol sur les 
composés. 
1.3. LES AGENTS TENSlOACTlFS 
Les caractéristiques et les principes d'action des agents tensioactifs font l'objet 
de cette section. Les agents tensioactifs sont d'abord présentes d'une façon 
génhale, et ensuite en fonction de leur mode de synthèse qui peut Otre 
chimique ou biologique. 
Les agents tensioactifs sont des molécules amphiphiles dotées d'une extr6mit6 
hydrophile, généralement constituee de groupements polaires, comme les 
sucres et les alcools, et d'une extremite hydrophobe fonnee d'acides gras et de 
chaînes aliphatiques. Ces deux extrernites sont respectivement associées à la 
tête et la queue de la molecde (figure 1.5). Le terme surfactants, qui est 
&quement utilise pour designer les agents tensioactifs, derive de la 
contraction des termes anglais sujnce-active agen b. 
Tête hydrophile Queue hydrophobe 
Figure 1 5  Molécule de surfactants 
3 1 Tension de su~ace r fhdoiie 
La tension de surface est definie comme Ia force attirant les molécules vers 
I'intérieur d'un corps (Kouloheris, 1989). Une molêcule au centre d'un verre 
d'eau subit uniformement les forces d'attraction moléculaires des autres 
molecules environnantes. Par contre, une molécule d'eau en surface du liquide 
n'est entouree que partiellement des aubes molécules d'eau. Elle ne subit leur 
attraction que dans une direction, ce qui induit une cohésion moléculaire et une 
orientation. La tension de surface est responsable de la résistance d'un liquide à 
la pknetration (Kouloheris, 1989). 
Schématiquement, la tension de surface peut &e représentée par le travail 
exerce sur un film liquide maintenu su un cadre metallique (fig.l.6). L'aire du 
film (A) est modifiée en glissant un autre fil mtitaiiique le long du cadre fixe. La 
force appliquêe pour changer l'aire est proportio~eile au travail (W) (eq.1.5). 
Le signe negatif implique que le travaii est fait sur le système, par exemple en 
appliquant une agitation constante sur une solution d'huile et d'eau afin de 
maintenir un melange. Toutefois, si l'agitation est interrompue, le rn&lange 
reviendra à son etat initial où Ilaire entre les deux phases est à son minimumuni 
où: 
W = travail (Nm) 
a = tension de surface (Nm-1) 
A = aire de la surface du film (m2) 
,  fil metafique mobile 
Figure 1.6 Representation schématique illustrant le travail appliqué 
sur la surface d'un film. SOURCE: ( ~ ~ ~ l t i g  et Van Wilen, 1992). 
Mathematiquement, la tension de surface (O) est definie par l'expression 
suivante (eq.1.6) (Margaritis et al ., 1979) : 
où: 
dGs : variation de l'ênergie libre de surface (Nm) 
o : tension de surface de la solution (Nm-1) 
dA : variation de l'aire de la surface (m2) 
L'énergie libre de surfce représente la différence entre l'énergie contenue dans les 
mol&des au centre d'un compose et celles en surface (Kodoheris, 1989). Par 
conséquent, la diminution de Faire interfitade entre deux liquides immiscibles 
a pour effet d'augmenter considérablement l'ênergie libre du système 
(Margaritis et al., 1979), puisque plus de molWes se retrouvent en surface ou 
aux interfaces. Or pour qu'un système soit B l16quiIibre, les fonctions de Gibbs 
(énergie libre) des deux phases en con- doivent être égales (Sonntag et Van 
Wilen, 1992). Mais comme le montrent les équations, deux liquides purs 
inmiscibles ne peuvent former une émulsion en l'absence de travail mécanique. 
Pour ce faire, il faut agir sur la tension de surface pour d'augmenter I'aire 
interfaciale entre les deux liquides. La présence d'un troisième composant est 
essentielle pour stabiliser le système en émulsion (Rosen, 1989). Ce troisième 
composant est qualifie d'agent kmulsifiant et est genêralement un surfactant. 
La tension de surface de I'eau distillée pure est d'environs 72 mNm-1 (ou 
dynesan-1) et la tension interfaciale entre le n-hexadécane et I'eau est 
d'environs 40 rnN-m-l (Margaritis et al., 1979). Les surfactants en solution 
aqueuse font typiquement dllninuer ces valeurs 30 à 40 mN-m-1 (Parkinson, 
1985) et d 1 mNml  (Margaritis et al., 1979) respectivement. 
7.3.1.2 Formation de micelles 
- - - - - - - - - - -  
D m  une soiutionde d e ~ %  liquidëspde pol&t& différentes, les molecules de 
surfactants ont tendance à se répartir de façon orientée à l'interface entre les 
deux phases et à y former un film struchu6 (figure 1.7). La presence de ce film 
agit directement sur la tension de surface : la tension de surface à l'interface 
liquide/liquide est définie par la tension interfaciale, tandis que la tension de 
surface l'interface gaz/Iiquide réfère à la tension superficielle (Gerson, 1993 ; 
Parkinson, 1985). 
Au moment où toutes les interfaces du milieu sont saturées, les molhdes de 
surfactants s'associent entre elles et forment des macromolécules nommées 
micelles (figure 1.7 b) (Edwards et al., 1991). Selon I'orientation des têtes et des 
queues, le centre de diaque micelle (noyau) forme un micromilieu hydrophile 
ou hydrophobe au sein d'une matrice de polarité inverse. Ainsif une hulsion 
du type lipide dans eau (o/wf pour "oil in water"), à l'exemple du lait, ou eau 
dans lipide @/O, pour "water in oil"), à i'instar du beurre, sera favorisée 
(Kachholz et Schlingmann, 1987). Le type o/w est celui permettant l'emulsion 
d'hydrocarbures dam l'eau. 
Figure 1.7 Organisation des monomeres. a) Film de surfactants b) 
Coupe d'une micelle spherique (O/ w). 
1.3.1.3 Concentration micellaire ctiüque 
La concentration micellaire critique represente la concentration où la première 
micelle de surfactans est formée (Margaritis et al., 1979). En faibles 
concentrations, les surfactants peuvent se presenter sous forme de monomeres 
ou sous la forme de leurs ions. Au fil de l'augmentation de la concentration en 
surfactants, les rnolhdes se repartissent sur les interfaces disponibles dans le 
miiieu (parois? interface gaz-liquide, solide, etc.), jusqu'8 l'atteinte d'un point de 
saturation où elles forment des micelles et qui caractérise Ia concentration 
micellaire critique (CMC). 
Elle est représentée par un changement abnipt de la pente de la droite de la 
tension de surface de la solution en fonction de la concentration (figure Ma). 
Elle est egalement apparente lorsque la solubilité d'un composé normalement 
insoluble est trac& en fonction de la concentration en surfactants aui le 
solubiüse: la solubilite est dors très faible en-deçà de la CMC et augmente 
rapidement au-dessus (fig. 1.8b), indiquant que la solubilisation est un 
phenornene micellaire (Georgiou et al., 1992 ; Rosen, 1989). 
a) b) 
Figure 1.8 Concentration micellaire critique 
Pour mesurer I'efficacite d'un surfactant par rapport à un autre, on compare Ies 
valeurs de CMC respectives (Parkinson, 1985) : plus la CMC est atteinte i de 
faibles concentrations en surfactants, plus celui-ci sera efficace (en terme de 
rendement) à solubiliser un composé par le biais des miceiles. 
1.3.7.4 Solubilisa fion 
La solubilisation est décrite par Rosen (1989) comme la dissolution spontanée 
d'une substance par interaction reversible avec les micelles d'un surfactant à 
l'intérieur d'un solvant pour fomer une solution isotropique stable où I'activité 
thermodynamique du solut6 sera réduite. La soiubilisation permet donc le 
passage en solution d'une substance n o d e m e n t  insoluble dans un solvant 
donné, comme de l'huile dans de i'eau. Par rapport aux surfactants en 
concenbation supérieure à la CMC, elle s'explique par la prbsence du noyau 
hydrophobe des micelles, au sein duquel un composé non-polaire aura plus 
d'affinites qu'au sein de la phase aqueuse l'entourant. En raison de l eu  
moindre affinitk avec le noyau hydrophobe, les composes modérernent solubles 
sont plutôt solubilis& par le biais des parois des micelles, d'une façon analogue 
A de I'adsorption (Rouse et al., 1995). Appliqukes aux mélanges 
d'hydrocarbures, ces deux types de solubilisation contribuent ii augmenter leur 
concentration en milieu aqueux. 
Le potentiel de solubilisation represente la capacité des micelles d'un surfactant à 
augmenter la concentration totale d'un compose hydrophobe dans la phase 
aqueuse au-delà de sa limite de solubilité. Elle est quantifiee par le coefficient 
de partition micelle-eau KM (eq.1.3) qui indique la répartition des 
hydrocarbures entre les phases micellaire et pseudo-aqueuse (Edwards et al., 
1991 ; ROUSE et al., 1995). La phase pseudo-aqueuse étant la phase aqueuse 
contenant les micelles de surfactants. 
Le mtio molnire de solubilisafion (MSR) est cependant plus facile à mesurer et 
représente le nombre de moles de composé organique solubilis&s par mole de 
surfactants ajoutes ii la solution (4q.1.4) (Edwards et al., 1991). L'augmentation 
de solubilité due à la présence de surfactants peut être très importante. Par 
exemple, la solubilite aqueuse du trichloroethyléne (TCE) à 15°C augmente de 
980 mg/l à 19 600 mg/l en presence d'une solution 0,5M de sodium 
dodkylsdfate (SDS), un surfactant synthetique (West et Harwell, 1992). 
Coefin'ent de partition micelle-eau : 
où: 
XM: Fraction molaire d'hydrocarbure dans la pseudo-phase micellaire 
X :  Fraction molaire d'hydrocarbure dans la pseudo-phase aqueuse 
p p p p p p p p - - - - - - -  
Ratio molaire de solubilisation (MSR) : 
où: 
Si: Solubiüté apparente de l'hydrocarbure i dans la solution 
S,CMC: Solubilité apparente de l'hydrocarbure i à la CMC 
C d  Concentration en surfactant dans la soiution 
(Micelle) 
Figure 1.9 Rkpartition des cornpost5s hydrophobes en présence de 
surfactants. 
La propnéte la plus 6tudiêe des agents tensioactifs a des fins d'application 
industrielle demeure Ia formation d'une émulsion partir de deux phases 
inuniscibles. Ainsi, leur usage est largement répandu à des fins d'agent 
stabilisant dans des produits commeraaux tels les peintures, les huiles 
lubrifiantes, les polis, les pesticides (Kouloheris, 1989) et les produits 
alimentaires (crème gk&, margarine? etc.) les cosm&iques, qui se présentent 
tous sous forme d'émulsion. (Rosen, 1989). 
Une emulsion se caractérise par une suspension stable de partides d'un 
liquide au sein d'un autre liquide avec lequel il ne peut se melanger. Les 
particules en suspension composent la phase discontinue et le solvant, la phase 
continue (Kachholz et Schlingmann, 1987). La formation de l'emdsion implique 
la destruction de l'interface stable entre deux liquides initialement irnmiscibles 
et l'augmentation de l'aire interfaciale entre eux. Le rBle de l'agent fimulsifiant 
est de maintenir cet etat thermodynamiquement instable (r.f. eq. 1.6) pour une 
durke de temps allant de quelques minutes a quelques annkes, suivant 
l'application desMe (Rosen, 1989). 
La stabilité du melange est définie par la resistance des gouttelettes de la phase 
disperse - - & la codescmce et est lige &la cornpute du-film interfacial fo- par 
l'agent emulsüiant. A l'instar d'un sable de ganulom&rie variée, un melange 
de différentes molécules de surfactants s'agenceront entre elles de façon 
compkmentaire en mavimisant la compacité du film. C'est pourquoi il est 
préfbrable de combiner deux types de surfactants plut& que d'employer un 
type de surfactants hautement purifie (Rosen, 1989). La migration des 
partides en surface du mélange, comme de la crème sur du lait, n'est pas 
consid&t!e comme une instabilite de l'émulsion mais comme un r4sultat de Ia 
densite plus faible des particules de la phase dispersée (Rosen, 1989). 
Enfin, la taille des 
microscopique et 
particules dispersées distingue deux types d'émulsion : 
macroscopique. L'apparence visuelle distingue la 
rnicro~rnulsion (0,Ol 0.20 pn de diamètre) qui est transparente ou semi- 
transparente, de la macroemulsion (0,2 il 50 pm), qui est plutôt opaque et 
d'apparence laiteuse (Rosen, 1989). Une microémulsion sera généralement plus 
stable qu'une maaoenulsion, où les gouttelettes auront plus de facilite à 
coalescer. La séparation des deux phases et la récupération de la phase 
organique sont par conséquent favorides dans une macro6mulsion (Treybal, 
1980). La stabiiite d'une émulsion ne peut Ptre mesurée quantitativement que 
par le taux de coalescence des gouttes de la phase dispers&, qui se mesure en 
comptant le nombre de gouttelettes par unité de volume de solution en fonction 
du temps (Rosen, 1989). 
1.3.1.6 Caractéristiques des agents tensioactifs synth6tiques 
Les surfactants synthétiques sont class4s selon la nature ionique de leur tête 
hydrophile, qui contrble leur potentiel d'adsorption sur les particules de sol. Ils 
se repartissent donc en quatre groupes : ionique (tête hydrophile acide), 
cationique (tete hydrophile basique), non ionique (aucune charge) et amphot&re 
(tPte hydrophile acide et basique) (Kouloheris, 1989 ; Selvakumar et al., 1995). 
En genéral, le pouvoir de solubilisation par le biais des micelles suit l'ordre 
suivant : nonionique > cationique > anionique, pour des surfactants posddant 
une même longueur de chaîne hydrophobe (Rosen, 1989). Des exemples 
typiques de surfactants synthétiques sont  do^& au tableau 1.5. 
Les surfactants nonioniques sont préfeablement employes en restauration des 
sols parce qu'ils n'ont pas tendance ii s'adsorber sur les particules de sol et à 
diminuer l'efficacite du surfactant (Selvakumar et al., 1995). Leur CMC est 
gén&alement plus faible, de l'ordre de 50 ii 180 mg/L, que celle des composés 
ioniques pour lesquels elle est d'environs 2000 mg/L (Legros et al., 1995 ; 
Edwards et al., 1991 ; Selvakumar e t  al., 1995 ; West et Harwell, 1992). Mais ces 
études démontrent aussi que l'efficacité du surfadant à desorber les 
con taminants d'un sol doit être testee préalablement en laboratoire pour le sol 
et les contaminants en question. 
Tableau 1.6 Principaux surfactants synthétiques 
Ca tégo rie Surfactants typiques 
Anionique Savons 
Alkylbenzéne sulfon~s (ABS) 
4 Alcool sulfates 
Phosphate d'esters 
Esters sulfonés 
Acides gras sulfones 
Ca tionique Hydroxydes d'ammonium quaternaires 
Amphotère Betaines 
Nonionique 
Carboxylate perfluoro-octyl de sodium 
Alkylphénols 4thoxy1& 
Alcools &thoxylés 
Esters de polyoxy&hyl&ne 
SOURCE : (Kouloheris, 1989). 
1.3.1.7 L'utilisation des agents tensioactifs pour la restauration des sols 
contamin& 
Par leurs propriétés, les surfactants peuvent agir de deux manibes pour 
favoriser le transfert des con taminants de la phase solide où ils sont retenus 
vers une phase aqueuse servant de solution lavante. Ils peuvent agir par 
solubilisation des con tamimmts dans les micelles formées ii une concentration 
au-delà de la CMC et par mobilisation des contaminants qui se fait par le biais 
de la diminution de la viscosite des composés hydrophobes (Bai et al., 1997). La 
solubilisation est dépendante de la concentration micellaire aitique au-delà de 
laquelle les miceiles sont formées, tandis que la mobilisation depend de la 
tendance des surfactants à réduire la tension de surface. C'est d'ailleurs en 
raison de cette aptitude que les surfactants ont ete employes pour la 
récupération des produits pétroliers (mhced-oil-recouenj) (Fiechter, 1992 ; West 
et Harwell, 1992). 
Les forces retenant les composes organiques hydrophobes dans les pores du sol 
sont majoritairement capillaires et proportionneIles à la tension interfaciale eau- 
NAPL (West et HarwelI, 1992). L'abaissement de la tension de surface permet 
donc de contrer ces forces de rétention plus facilement et de faciliter la 
désorption des contaminants. Pour ces raisons, les surfactants synthetiques ont 
fréquemment eté proposes et sont actuellement employes (U.S.EPA, 1998) pour 
la restauration de sols contamin& aux compos& organiques peu solubles. 
pour la récuperation de phases liquides non aqueuses (NAPL) dont 
I'application visée est la restauration du site de Mercier (Québec) (Martel et 
G e h s ,  19%). A l'échelle pilote, 85% des BPC et 90% des huiles ont et6 retirés 
de sols contamin& originellement contamin& à 6200 mg/kg et 670ûûmg/kg, 
respectivement, à l'aide d'alcool ethoxyle nonionique (Witconol SN-70) (Abdul 
et h g  , 1994). L'amélioration de la solubilisation des hydrocarbures 
aromatiques polycycliques (HAP) a aussi &te o h &  pour le naphtalène, le 
phénantrène et le pyrène, en fonction de diff&ents surfactants nonioniques de 
la f d e  des polyoxyéthyknes (Edwards et al., 1991). 
Cependant, des &tudes ont montré que 
outre former des sous-produits plus 
les surfactants synthétiques peuvent, 
toxiques (Renner, 1997), inhiber la 
biodégradation des con taminants organiques (Vipulanandan et al ., 1995). 
Leur usage semble par ailleurs limite par le coût élevé qui leur est associé 
(Shiau et al., 1995). Par exemple, le Witconol SN-70 se transige A environs 
7,00$CDN/ kg pur (Witco corp., prix de 1998), tandis que le Triton-XI00 se vend 
a environs 4,34$CDN/kg (Union Grbide, prix de 1998). Il s'agit de deux 
surfactants synthetiques non ioniques aptes a desorber les huiles et graisses 
minérales (Ang et Abdul, 1991 ; Clarke et al). Mais en général, les surfactants 
synthetiques se vendent à 2,75$/ kg (Desphande et Daniels, 1995). 
fhhaation de la part du coût de traitement associe ii l'achat de surfactants 
En prenant pour exemple un surfactant synthétique disponible A 2,75$/kg, la 
part du coût de traitement à la tonne attribuable aux surfactants seulement peut 
être evaluee a l'aide des hypothéses suivante : 
1. Seule la fraction sablonneuse du sol est lavée aux surfactants; ; 
2. La proportion solleau de lavage pour cette fraction est de 15% (Legros et 
al. ; Selvakumar et al., 1995); 
3. La concentration en surfactants dans l'eau de lavage est de O,5%(v/v) 
(Legros et al., 1995); 
Considérant des proportions de sable dans le sol de MX, 60% et 80%, il est 
estimé que les coûts associés a l'achat de surfacants spth6tiques seront, à la 
tonne métrique, de 33,33$CDN, 50,OO$cDN et 66$CDN respectivement. Si le 
coiit moyen de restauration des sols par lavage de sol est de 170$ la tome 
(Muant l'excavation ) (USEPA, MM), plus de 40% du coût de traitement est 
attribuable à l'achat de surfactants synthktiques. Cette proportion augmente 
évidemment si le coût de traitement A la tonne est moindre. Cette évaluation 
n'est fournie qu'à titre indicatif quant l'importance à athibuer aux surfactants 
dans la technologie et des etudes de traitabilités devraient être realisees pour 
chaque cas. 
1.3.2. LES AGENTS TENSIOACnFS 8lOLOGlQUES 
Selon ce qui précede, la technologie du lavage de sol avec surfactants devrait 
être soutenue pour la restauration des sols contamines aux hydrocarbures 
pétroliers semi- ou non-volatils, des composes organiques hydrophobes. Ceux- 
ci sont communément regroupes sous les CIO-&. Mais il apparaît également 
que son application est hreinee pour deux raisons, soit le coût associe a l'achat 
des surfactants et les dommages potentiels que ces derniers peuvent causer à 
l'environnement et à un traitement biologique de polissage. 
La substitution des surfactants synthétiques par des surfactants biologiques 
produits par des microorganismes repond A la seconde. Leur intevation dans 
les procédbs de restauration des sols a fait I'objet de nombreuses mentions dans 
la communaute scientifique (Banat, 1995 ; Falatko et Novak, 1992 ; Gerson, 1993 
; Ghurye et Vipuianandan, 1994 ; Harvey et al., 1990 ; Kommalapati et Roy, 1997 
; Lin, 1996 ; Mattei et Bertrand, 1985 ; Mihelcic et al., 1995 ; m e r  et Zhang, 1997 
; Robinson et al., 1996 ; Thangamani et Shreve, 1994 ; Van Dyke et al., 1991 ; 
Vipulanandan et al., 1995 ; West et Harwell, 1992). Mal@ tout, le maxche 
actuel des surfactants est presque entièrement dominé par les surfactants 
d'origine synthétique (Desai et Banat, 1997). 
Les caract&istiques physiques des biosurfactants sont similaires a celles de leur 
pendant synthetique. Ils abaissent la tension de surface de l'eau distillee de 72 
mN/m environs 30 mN/m et presentent des valeurs de concentration 
micellaire critique inférieures à celles des surfactants synthétiques (Desai et 
Banat, 1997 ; Mihekic et al., 1995). On rapporte entre autres des valeurs de 
CMC de 1 à 10 mg/I pour les glycolipides, alors que le sodium dodkylsulfate 
(SDS) e t  le Triton X-100 ont des valeurs de CMC de 2100 mg/l et 130 mg/l. Les 
biosurfactants peuvent de surcroît resister à des conditions environnementales 
plus extrêmes (pH, température, pression, salinit&) que les surfactants 
chimiques (Van Dyke et Trevors, 1991). Par exemple, les lipopeptides produits 
par Bacillus Zichenzfomtis JF-2 sont stables jusqu'à des temperatures de 75°C (Lin 
et ai, 1990) et gardent toute leur activite pour une plage de pH allant de 5,s à 12 
(LinI 1996). 
1.3.2.2 Structure et classification des biosurfactants 
Les biosurfactants se presentent comme des melanges complexes de proteines, 
lipides et hydrates de carbone. L'extr&nite hydrophobe peut être un acide gras 
à longue diaîne, un acide gras a-alkyl-P-hydroxylé ou un aade gras hydroxyle. 
L1extr&nitd! hydrophile, la tête de la molécule, est un hydrate de carbone, un 
acide carboxylique, un phosphate, un acide aminé, un peptide @que ou un 
alcool (Desai et Banat, 1997 ; Haferburg et al, 1986 ; Zajic et Mens, 1984). 
De façon plus gQi&alef la tête hydrophile est formée de mono-, di- ou 
po~ysacchandes, tandis que la queue hydrophobe est constituée d'acides gras 
satures ou insaturés. Les molécules peuvent Otre chargees ioniquement comme 
les surfactants synthetiques, mais leur classification suit la nature de l'extrémite 
hydrophile de la molêaiie. 
Les grandes catkgories de biosurfactants induent les glycolipides, les 
lipopeptides et Lipoprothes, les phospholipides et les surfactants 
polym&iques (Healy et al, 1996 ; Desai et Banat, 1997). Parmi ces catégories, les 
biosurfactants charges sont principalement anioniques (rhamnolipides et 
sophorolipides acides). Ils peuvent être intracellulaires, comme dans le cas des 
mycolates de mono et di-saccharides (Hornmel, 1990), mais sont gen6ralernent 
extracellulaires et favorisent I'emuision ou la dipersion de la phase hydrophobe. 
Les biosurfactants nonioniques sont pour la plupart attadies la paroi cellulaire 
et favorisent la diffusion du compose hydrophobe directement dans la cellule 
(KOSARIC et al, 1987 ; Mihelcic et al, 1995 ; Syldatk et Wagner, 1987). 
Les glycolipides forment la plus grande classe de biosurfactants et regroupent 
les rhamnolipides, les sophorolipides et les tréhalolipides (figure 1.10). Le 
prefive attacht! au mot lipide r a r e  à l'identite de l'hydrate de carbone de 
I'extrémite hydrophile du surfactant : sucre rhamnose, sophorose ou W o s e .  
Quelques espèces de miaoorganismes producteurs sont mentionnés au tableau 
1.7. 
Figure 1.10 Structures de quelques glycolipides. A) Rhamnolipide de 
type 1 de Pseudumonas aeruginosa : deux unites rhamnoses 
attachées à une chaîne de deux acides P- 
hydroxyd&anoïque. B) Dîmycolate ti&dose de 
Rodococcus qthropolis : un disacchaside trh&aiose est 1% 
à deux acides gras hydroxyl6s à longue chaîne. C) 
Sophorolipide de Cnndida bombicoln : sophorose 
dimérique lie à une longue chîne (Clcl) d'acide gras 
hydroxyle. 
Tableau 1.7 Source microbienne et tension de surface de quelques 
biosurf actants. 
Biosurfnctants 
-- . . 
Microorganisme Tension de surface (*lm) 
Glycolipides 
Esp. ~serrdoniona~ 




Lipopeptides et lipoprotéines 




Acides gras et lipides neutres 
Acides gras C.lepus 
Lipides neutres N.eythropolis 
Surfactants polymériques 
~ycimte de carbone- '@<"escens 
pro t&e-lipide 
SOURCE: (Desai et Banat, 1997). 
Biosurfactants vs bioemulsifiants 
Les bioemulsifiants sont souvent classes avec les biosufactants et les termes 
sont frequemment intervertis (Fiechter, 1992). Ainsi, Van Dyke et ses 
collaborateurs (1991) decrivent l'hulsan, un lipopolysaccharide de haut poids 
molédaire, comme un biosurfactant, tout en sp4Qfiant qu'il n'abaisse pas la 
tension de surface. Desai et Banat (1997) présentent également 1'Émulsan et le 
Biodispersan comme des surfactants microbiens mais le dkrivent comme des 
agents dispersant ou émulsifiant. Par contre Heaiy et ses coikgues (19%) font 
clairement paraître le maange des termes en utilisant le terme 
S'ils sont ainsi prhsentés, c'est que les bioérnulsifiants, généralement des 
biopolym&res comme des polysaccharides, sont frequemment produits en 
parallele avec les biosurfactants (Falatko et Novak, 1992) et forment une 
sdution aux proprietes hulsifiantes et tensioactives. 
Pour différencier les deux groupes, il faut retenir qu'un biosurfactant peut agir 
comme émulsifiant en stabilisant I'emulsion (voir la section 1.3.1.4). Par contre, 
un bioenulsifiant, s'il stabilise le mélange immiscible, ne possède pas la 
proprieté d'abaisser la tension de surface (Van Dyke et al, 1991 ; Falatko et 
Novak, 1992) ni de structure moleculaire d e e  comme pour les biosurfactants 
(tête hydrophilequeue hydrophobe) (Hommel, l99O). 
1.3.2.3 Biosynthèse 
Les biosurfactants sont produits par une variéte de microorganismes et sont 
sécdtés extracelidairement ou comme partie integrante de la paroi cellulaire 
(Mihekic et al, 1995). Ce sont généralement des métabolites secondaires dont le 
r61e par rapport au microorganisme producteur n'a pas encore dairement été 
démontre. Mais ils peuvent jouer un r61e essentiel à la survie du 
microorganisme en facilitant le transport des nutriments hydrophobes 
(Georgiou et al, 1992 ; Hommel, 1990). La croissance de la biomasse et la 
synthbe des agents tensioactifs peut se faire à partir de composes hydrophobes, 
d'hydrates de carbone ou d'un mêlange de ces deux groupes (Banat, 1995 ; 
Desai et Desai, 1993 ; Lin, 19%). Ainsi, les microorganismes producteurs ne 
sont pas exdusivement des dégradeurs de compos&s hydrophobes, mais 
kgalement de glucose, d'bthano1, de suaose ou de glycQol (Desai et Desai, 1993 
; Desai et Banat, 1997 ; Guerra-Santos et al, 1984 ; Harvey et al. 1990 ; Zhou et al, 
1992). 
La grande vaneM de structures entre les differents types de biosurfactants 
implique des voies de biosyntheses aussi diverses, qui peuvent etre dass&s 
selon trois modes, suivant la synthese de n w o  des extr&mites de la molécule 
(Syldatk et Wagner, 1987). 
1. Synthese de novo des extrémités hydrophiles et hydrophobes par deux 
voies indépendantes, suivie de leur combinaison pour former la 
molecule compkte de surfactant; 
2. SynthGse de nom de la tête hydrophile et synthbe de la queue 
hydrophobe à partir du substrat, puis combinaison des deux pour 
former k molecule de surfactant; 
3. Synthèse de nmo de la queue hydrophobe et à partir du substrat pour 
i'extrémit4 hydrophile, puis leur combinaison. 
Ces différentes possibilites ont et6 iiiustrees par de nombreux exemples dans les 
travaux de Sytdatk et Wagner (1987) et Desai et Desai (1993) que les lecteurs 
sont invites ii consulter pour de plus amples informations. 
7.3.2.4 Production des biosurfactants 
La production de surfactants par les microorganismes peut suivre quatre voies 
de synthese : 1) associée a la croissance de la biomasse, 2) sous des conditions 
limitant la croissance, 3) par de la biomasse en phase stationnaire et 4) 
associee ik l'ajout de précurseurs (Kosaric et al, 1987). 
En genérai, la production n'est pas associée à la croissance de biomasse et 
repond A différents types de limitation, indiquant que les enzymes impliquees 
dans la synthèse sont normalement inhiMes chez les cellules actives (Homel, 
1990). Des exemples des différents modes de production sont presentés 
schématiquement a la figure 1.11. 
- Substrat - . - Biomasse Biosurfactants 
Figure 1.11 Cinetique de différents types de fermentation pour la 
production de biosurfactants. a) Associée à la croissance 
(Acinetobacter cnlcoace titus). b) Limitata tion par le 
substrat (esp. Pseudomunas sp.). c)  En phase stationnaire 
(es p. Torulopsis) . SOURCE:: Desai et Desai (19%). 
Production associée à la croissance 
Lorsque la synth&se des biosurfactants est associée ii la croissance de biomasse 
(figure l.lla), des relations paralldes existent entre la croissance, I'utilisation du 
substrat et la production de surfactants. La production de rhamnolipides par 
certaines espèces de Pwdomonns et Acinetobacter cnlcoacetitus suit cette cinetique 
(Desai et Banat, 1997). 
Production en phase de croissance, sous conditions limitantes 
En conditions limitantes, bien que la masse cellulaire augmente, la production 
de biosurfactants n'est engagée que lorsqu'un ou plusieurs des composants du 
milieu est &puisé ou present A une concentration h i t e  (figure 1.11 b). Une 
surproduction de rhamnolipides de Pseudomonas aentginosa n'est ainsi obtenue 
que si l'azote et le fer sont en concentrations limitantes (Guerra-Santos et al, 1984 
; Reiling et al, 1986 ; Robert et al, 1989). 
Production en phase stationnaire 
La production en phase stationnaire a lieu lorsque le taux de multiplication 
cellulaire égale le taux de decès des cellules et I'utilisation de la source de 
carbone sert en majeure partie pour la synthese de surfactants (fig.l.11 c).  Ce 
genre de production est intéressant au niveau de la recupération du produit (les 
biosurfactants), puisque les périodes de croissance et de production peuvent 
être séparees (Desai et Desai, 1993). 
Plusieurs microorganismes obeissant il cette cinétique ont éti! étudiés, 
notamment Pseudomonas muginosu CFïR-6 (rhamnolipides), Cmtdida bombicola 
(sophorolipides), Gzndidn apicola (sophorolipides), Ustikgo mqdis 
(cellobiolipides), Rhodococcus eyth~opolis (tréalose tétraester) et Cizndida anfarfiuz 
(lipides mannosylerythritol) (Desai et Banat, 1997). 
Roduction avec ajout de précurseur 
L'addition de précurseurs au milieu de croissance peut parfois entrainer des 
changements quantitatifs et qualitatifs sur la production de biosurfactants. 
Ainsi, l'addition de composes lipophiles aux milieux de culture de Tondopsis 
mngnoline, Candida bombicoln et Torulapsis apicola ont favorisé de façon 
significative la production de biosurfactants (Cooper et Paddock, 19& ; Desai et 
Banat, 1997 ; Lee et Kim, 1993 ; Syldatk et Wagner, 1987). Par ailleurs, la nature 
des glycolipides peut &ire directement influenct2e par la source d'hydrates de 
carbone (Syldatk et Wagner, 1987). 
Ces cinétiques de production ne sont toutefois pas exclusives, ainsi la levure 
Gzndidn bombicola produit des sophorolipides lorsque la concentration en azote 
devient Iirnitante, et que la biomasse entre dans sa phase stationnaire de 
aoissance (Asmer et al, 1988 ; Davila et al., 1992). Suivant I'étude des cinétiques, 
divers types de production ont et6 evalu6s pour des operations en mode cuvee, 
en cuvtie ahentee ou en continu (Desai et Banat, 1997). Mais ces modes de 
production impliquent une recupération du produit particuIi&re, dont les 
principaux types sont rnentiomtis briévernent la section suivante. 
1.3.2.5 Récup6ration des biosurfactants 
Les methodes de récupération des biosurfactants sont variées et dependent de 
la &&tique de production. Les methodes les plus courantes utilisent 
l'extraction l'aide de solvants pour récupérer les biosdactants. Les solvants 
sont nombreux et incluent des s01utions de chloroforme-methanol, 
dichiorom&hane-m&han01, butanol, acétate d'éthyle, pentane, hexane, aade 
acetique et ether (Desai et Banat, 1997). Les autres techniques font appel à des 
produits chimiques favorisant la précipitation des biosurfactants. Parmi ces 
produits figurent le sulfate d'ammonium, des acides et de l'acétone. Certaines 
methodes physiques de skparation ont également et4 evalu&es, comme la 
centrifugation, l'adsorption et la filtration (Desai et Banat, 1997). 
L'application de ces methodes de récuperation et de purification à un niveau 
industriel peut faire augmenter considérablement le coût de production des 
biosurfactants et ce jusqu'A 60% (Desai et Banat, 1997). C'est pourquoi il est de 
plus en plus propose d'employer des prkparations brutes de biosurfactants 
(Cooper et Paddock, 1984) pour peietrer le vaste marché des surfactants qui se 
chiffre A environs 9,4 milliards $ par année au niveau mondial (Desai et Banat, 
1997) dont 1,7 milliards $ a u  Etats-Unis seulement (Lin, 1996). 
Par ailleurs, la problématique de récupération ne se joue pas qu'au niveau 
&onornique. En effet, l'objectif initial, qui est de substituer les surfactants 
chimiques par des surfactants biologiques, suit des motivations 
envirommentales. C'est pourquoi I'utilisation de solvants pour la 
rêcupération/purification des biosurfactants, geierant des sous-produits 
auhement plus toxiques (composés d o r &  comme le chloroforme et le 
dichlorom&ha.ne) que les surfactants chimiques initiaux, rendrait la démarche 
globale inconvenante. 
1.3.2.6 Positionnement des biosurfactants en environnement 
L'integration des biosurfactants dans les formulations des produits p&roliers et 
dam les procedes de recupeation (Minobial-ozhnnced-~il-recm~) fut 
instigatrice de leur usage en environnement et annonci?rent leur potentiel 
d'action (Haferburg ef al, 1986 ; Van Dyke e t  nl, 1991). Les biosurfactants aident 
a la retup&ation de I'huile brute en dirninuant la tension de surface, ce qui 
previent la migration de l'huile par capillarite dam les fissures du roc 
souterrain (Van Dyke et d,1991). Mais dam ce domaine egalement l'utilisation 
des biosurfactants est marginale, bien qu'une compagnie commercialise les 
biosurfactants de B. lichenifomis JF-2 pour I'industrie petroliere (Desai et Banat, 
1997). 
L'habilete de certains biosurfactants A mobiliser et enulsifier les compos6s peu 
solubles fut demontree (Bai et al., 1997 ; Banat, 1995 ; Cooper et Paddock, 1984 ; 
Falatko et Novak, 1992 ; Harvey et al., 1990 ; Mattei et Bertrand, 1985 ; Miller et 
Zhang, 1997 ; Thangamani et Shreve, 1994) et cornmentee dam de nombreuses 
etudes (Banat, 1995 ; Desai et Banat, 1997 ; Georgiou et a!., 1992 ; Healy el al., 
19% ; Miheldc et al., 1995). Ainsi, les rhamnolipides produits par Alcaligenes 
eutrophus se sont montrb efficaces pour I'augmentation de solubite des BPC et 
leur rnin6ralisation (Robinson e t a1 ., 1996). Les rhamnolipides de Pseudomonns 
m g i n o s a  ont arndiore la rhptkation d'hexadkane residue1 dans une colonne 
de sable, par rapport au sodium dodwl sulfate (SDS) et au sorbitan 
monooleate, deux surfactants synthktiques (Bai et al., 1997). Des exp&iences 
similaires avec des bouillons de culture contenant des surfactants de 
Rhodococcus ST-5 et de Badus  AB-2 ont pennit de r&up&er 95% de l'huile 
brute residude contenue dans une colonne de sable. D'un autre c&t& d'autres 
recherches ont établi que les rhamnolipides (anioniques) s'adsorbent 
substantiellement sur le sol (Banat, 1995). 
Outre la r&-upération des huiles pétroli&res de sables bitumineux, les efforts de 
recherches sont largement concentrés çur des utilisations in situ des 
biosurfactants, où les microorganismes pourraient Zî la fois mobiliser les 
con taminants et les dégrader. Mais les resultats sur ce dernier point sont 
contradictoires et certaines études d h o n t m t  l'effet inhibiteur des 
biosurfactants sur la biodegradation (Deschênes et al., 1995 ; Falatko et Novak, 
1992), alors que d'autres ont montré I'inverse (Falatko et Novak, 1992 ; Zhang et 
Miller, 1992). U semble que pour améliorer la biodégradation des 
hydrocarbures par des microorganismes producteurs de surfactants, il est 
necessaire de les faire aoître et produire sur des hydrocarbures (Falatko et 
NOV& 1992). Mais à des fins de lavage de sol où la dégradation des polluants 
n'est pas prevue in szh, les biosurfactants montrent un excellent potentiel. 
Enfin, ainsi que le résument Healy et ses collaborateurs (1996), le principal 
facteur limitant l'usage des biosurfactants demeure l'aspect êconomique d'une 
production a grande échelle, dont les principaux obstades sont : 
1. Faibles rendements de production p u  rapport au substrat(s); 
2. Faibles rendement volumiques (solutions dilulies); 
3. Importants investissements de capitaux; 
4. Recours la stérilisation des milieux; 
5. Probl&nes de contrôle de procede comme la formation de mousse; 
6. Problhes de récupération de produit et de purification; 
7. Problhes de caractérisation des produits finis en raison de leur 
cornplexit& chimique. 
Le choix d'un microorganisme producteur de biosurfactants doit donc tenter de 
repondre au plus grand nombre de ces limitations. La levure Cmididn bombicoln 
ATCC 22214 semble offrir les caractéristiques appropriees, dont une revue est 
présentée ci-après. Le choix s'est base sur trois éléments principaux, soit la 
productivit6 du micro-organisme, ses caractéristiques microbiologiques pour 
une production non-sterile et son potentiel pour une production partir de 
rejets industriels. 
Au debut des annees 1960. quelques travaux rapportaient la production de 
glycolipides par des levures du genre Tmlopsis (Gorin et al., 1961 ; Tuiloch et 
al., 1962). La levure fut plus tard reclassee sous le genre Cnndidn (Desphande et 
Daniels, 1995). On nota rapidement, pour des fermentations de 3 à 7 jours en 
laboratoire, le rendement êlevt? des levures par rapport à celui des bactéries 
(Cooper et Zajic, 1980). Les travaux les plus recents rapportent des 
productivit4s dant jusqu'à plus de 300 000 mg/l en mode cuvee alimenttie 
(ûavila et al., 1997) pour une période 8 jours de production. A titre comparatif, 
les productivites rapportées pour les bactéries varient de 100 mg/l à 5 000 mg/l 
pour des durees de production similaires (Haferburg et al., 1986). C'est en 1982 
que des études spéafiques à 
des surfactants biologiques 
Paddock, lm). 
Sespèce ûzndidn bombicola et sa capaaté à produire 
a partir d'alcanes ont éte complêt&s (Cooper et 
Par ailleurs, par opposition aux bacteies qui sont majoritairement etudiees 
pour la production de biosurfactants (Pseudomonas aencginosa), le pH optimal 
pour la croissance des levures est d'environs 4,5 (Vandemark et Batzing, 1987). 
Sachant que de tels pH ne sont généralement pas favorables à la croissance 
bactérienne (Vandemark et Batzing, 1987), il serait possible de faire croître la 
levure sans avoir stériliser le milieu et qu'elle conserve neanmoins une masse 
critique par rapport aux bacteries. 
Enfin, quelques etudes récentes ont porté sur la production de biosurfactants de 
C. bombicoln i partir de sous-produits de production de l'industrie agro- 
alimentaire comme le lactose (Zhou et Kosaric, 1993) et les rejets de l'industrie 
de l'huile d'olive (Zhou et Kosaric, 1995) ou de la graisse animale (Desphande 
et Daniels, 1995). De teiles etudes ne semblent pas avoir etc faites pour les 
autres micro-organismes où le glucose ou des alcanes purs sont toujours les 
substrats employes. Cizndidn bornbicoln est clairement identifié comme un micro- 
organisme & fort potentiel de production économiquement viable, en raison des 
sources de substrat "bas de gamme" pouvant être employés (Cooper et 
Paddock, 1984 ; Kosaric et  al., 1984). Par contre, une purification des compos& 
individuels du mélange de sophorolipides, extrait à ltac&ate d'ethyle, serait 
prohibitive (Cooper et Paddock, 19û4). Enfin, toutes les recherches publiées a ce 
jour portent sur des productions en milieu prealablement sterilisé. 
Structures des biosurfactants produits par Candidu bombicola 
Les bioswfactants produits par la 1 e m e  sont des sophorolipides, du groupe 
des glycolipides (Tdod i  et al., 1%2). Les sophorolipides se pr6sentent comme 
un mélange complexe de diffêrents groupes structuraux, dont douze ont eie 
identifies (Asmer et al., 1988 ; Davila et al., 1993), mais dont l'existence de classes 
supplémentaires est suspectée (Davila et al., 1993). Parmi ces groupes, les 
formes de sophorolipides SL-1 et SL-7 dominent lors des productions (Asmer et 
al., 1988). Ces deux formes sont lactones et nonioniques. La structure d'un 
sophorolipide SL-1 est illustrk h la figure 1.12. En raison des groupes ace@s, 
la forme SL-1 est peu soluble en phase aqueuse (envrirons 4 g/l à pH 3,5 
(Davila, 1992)) et les formes non acetylées plus solubles sont préferables pour la 
rêcuperation des produits pétroliers (KIekner et al., 1991). 
Figure 1.12 Structure d'un sophorolipide de forme SL-1 (Ac=ac&ate). 
Les techniques analytiques peuvent étre complexes, dant  de la simple 
gravim6trie B la chromatographie liquide ii haute performance avec detecieu 
ELS (euapotatme Zighi-scntfenng), mais la récupération du produit sans grande 
purification est possible @avila et a1.,1992 ; Desphande et D a ~ e l s ,  1995). 
Synthèse 
La production de sophorolipides par Cmidida bombicola se fait en deux étapes, 
où les biosurfactants sont majoritairement produits aprés une premiere phase 
de croissance de la levure, qui se termine aprés l'atteinte d'une limitation en 
azote dans le milieu de production (voir figure 1.11~) (Davila et al., 1997). 
Lorsque la croissance de biomasse est heinée par le manque d'azote, Itexa&ion 
des sophorolipides pourrait constituer une réponse au niveau d'hergie 
intracellulaire (Dada  et al., 1997). La distribution des sophorolipides dans les 
clifferentes classes structurales indiquerait les réponses graduelles des cellules 
envers les conditions energetiques impos6es par l'alimentation en substrats 
(Davila et al., 1997). 
La concentration en azote dans le milieu est donc primordiale pour la 
croissance et la production, et la source d'azote elle-même est dkisive (Cooper 
et Paddock, 1984). Ainsi, l'extrait de levure est essentiel en raison des vitamines 
(thiamine, acide pantothhique, pyridoxyne, etc.) qu'il contient, mais il peut être 
remphc& en partiepar d'autre sourcexomme de I%&e fZhou et af ., 1992). - - 
Dés les premières recherches sur la levure, les résultats ont montré l'avantage 
d'employer une combinaison de glucose et d'huile vegetale, qui agit comme 
précurseur. En l'absence de l'un ou l'autre des substrats, seule une production 
très faible de sophorolipides (de 2 000 à 4 000 mg/l) est obtenue (Cooper et 
Paddock, 1984 ; Zhou et Kosaric, 1993). Neanmoins, l'alimentation de la 
seconde source de carbone durant la fin de la phase de croissance des cellules 
est avantageuse (Rau et al., 19%). Enfin, à des concentrations d'environs 10% en 
hydrates de carbone et en lipides, la production se chiffre au-del8 de 70 000 
mg/l en 5 jours (Cooper et Paddock, 1984 ; Zhou et al., 1992). 
Plusieurs substrats furent evalues, ainsi que leur influence sur la répartition des 
sophorolipides dans les ciifferentes dasses structurales. Panni les subsbats 
employes figurent le lactose (Zhou et Kosaric, 1993), diverses huiles vegetales 
de grade alimentaire (Zhou et al., 1992), de la graisse animale (Desphande et 
Daniels, 1995), des acides gras @au et al., 1996) et certains esters d'huiles 
végétales (Davila et al., 1992). . Ces esters méthyles et éthyles sont obtenus par 
tramesterification en conditions dcaiines et hydrolyse des rnol6cules. Tous les 
substrats lipidiques employes ont kt4 efficaces, à des degrês différents, pour la 
production de biosurfactants. 
Un ratio de la source d'hydrates de carbone sur la source de lipides inférieur à 
311 conduit a des sophorolipides plus hydrophiles dans le mélange (Asmer et 
al., 1988). Les donnees obtenues à partir d'huile de canola2 (Zhou et Kosaric, 
1995), d'huile de carthame (Cooper et Paddock, 1984 ; Zhou et al., 1992), d'huile 
de tournesol et de soya (Cooper et Paddock, 1934) et d'huile d'olive (Zhou et 
Kosaric, 1993) montrerent le meilleur rendement obtenu avec l'huile canola. Par 
contre le lactose, contenu dans le petit lait, diminua la productivité de 160 g/l à 
120 g/l (Zhou et Kosaric, 1993), ce qui démontre tout de même le fort potentiel 
de production à partir de rejets industriels. 
Les cosubstrats compos6s d'acides 
la production de sophorolipides 
gras polyinsatur& (tournesol, lin) favorisent 
de forme acide (Davila et al., 1994). En 
Aussi appelée huile de CO&. 
presence d'hydrate de carbone et d'huile vegetale, seul le rendement en 
sophorolipides est influencé par le substrat employé ; le Srpe de sophorolipides, 
la concentration micellaire critique et l'abaissement de la tension de surface de 
l'eau demeurant relativement constants (Cooper et Paddock, 1984). Mais 
lorsque le cosubstrat est un ester de ces huiles, la structure des sophorolipides 
varie aussi et les sophorolipides produits ont un plus faible de@ de formes 
diacktykes que les sophorolipides produits A partir de leurs huiles @avila et al., 
1994). L'estMcation des huiles végétales est aussi dtune grande influence sur 
la productivite, qui peut atteindre jusqu'h 300 000 mg/l en mode mvée 
alimente (Davila et al., 1992), mais d e  implique des etapes de traitement 
suppkmentaires du substrat. L'hydrolyse des glycérides des mol&ules serait le 
facteur facilitant l'assimilation du substrat lipidique. 
Enfin, les cosubstrats permettant d'obtenir les meilleurs rendements en 
sophorolipides sont les huiles ou les esters riches en acides gras C18:l et C18:O 
qui, à l'inverse des alcanes, ne requièrent pas d'étape d'hydroxylation (Davila et 
al., 1994). Les sophorolipides produits partir d'huiles contiennent 
invariablement une plus forte proportion de lactones diacétylés (moins 
solubles) que ceux produits à partir d'esters (Davila et al., 1994) et le rendement 
en sophoroüpides SL-1 demeure relativement constant, ainsi que la composition 
du maange, au cours d'une même production (I(lekner et al., 1991). De plus 
fortes concentrations de composés acides sont observees à partir de cosubstrats 
lipidiques fort contenu en composés d'acides gras polyinsatur&. 
La concentration en oxygène dissous semble jouer un r81e signihcatif en cours 
de production (Desphande et Daniels, 1995). La nature de I ' i n d u m  et sa 
proportion pourraient &miner la phase de latence en début de production 
(Desphande et Daniels, 1995). 
Cinétique de production 
La major& des recherches ont &te réalisées en mode mvee (Cooper et Paddock, 
1984) ; (Klekner et al., 1991) ; Zhou et al., 1992) parce qu'des se concentraient sur 
la caractérisation des produits et la formulation du milieu de production. Les 
publications rapportent des productions en réacteurs de IL (Zhou et Kosaric, 
1993), 2,5L (Lee et Kim, 1993), 4L (Dada et al., 1993), 15L (Desphande et 
Daniels, 1995), 30L (Asmer et al., 1988) et 50L (Rau et al., 1996). Néanmoins, il 
s'agissait dm, tous les cas de productions st&iles. Parmi celles-ci, les résultats 
ont montre l'avantage de tirer parti du mode de synthèse des sophorolipides, 
qui est non associe à la croissance. En effet, le passage du mode cuvée en mode 
cuvee alimentée augmenta la production de biosurfactants de 80 g/l b 120 g/l, à 
partir de glucose et d'huile de soya (Lee et Kim, 1993). 
Dans d'autres travaux (DaviIa et RI., 1992 ; Rau et al., 1996), les &tapes de 
croissance et de production furent scindées, en assumant que la croissance se 
fait majoritairement à partir du substrat hydrophile, et la production a partir 
d'un substrat lipidique. Le substrat lipidique etait alimente en continu 
(opération en cuvée alirnentee). Les resdtats ont montre que la présence des 
deux types de substrats etait essentielle durant les deux phases. il 
démontrbent aussi qu'un ajustement de pH 5,O etait nefaste par rapport a $5 
et que la température optimale de fermentation était de 25°C. L'influence du 
pH peut être reliée A une inhibition par le produit, dont la solubilitk augmente 
avec le pH (Davila et al., 1992). 
Enfin, tr&s peu de recherches rapportent des d o n h s  sur un mode de 
production en continu où les phases de production et de croissance sont 
distinctes, mais les résultats presentes sont 6vocateurs. Ainsi, une operation en 
mode continu d'un bioreacteur Chemostat de 8,5 litres alimente en glucose et 
acide oléique a permis d'obtenir une concentration de 63 g/l en moins de 35 
heures de production (Fiehler et al., 1997). 
Propriétés tensioartives 
Les propnetes tensioactives des sophorolipides furent largement moins 
6tudiées et de façon beaucoup moins specifique que leur structure. Par 
conséquent, l'abaissement de la tension de surface de l'eau par les 
sophorolipides fut rarement rapporté. Une valeur de 33 mN/m fut mesurée 
par Cooper et Paddock (1984) et c d e  de 37 mN/m par Zhou et Kosaric (1995). 
Une valeur de CMC de 82 mg/l à pH 4 fut mesuree par Cooper et Paddock, 
mais un autre auteur (Hommel, 1990) rapporte une valeur de 60 mg/l. Enfin, 
Cooper et Paddock (1984) ont note la capacite du melange de biosurfactants a 
disperser une phase hydrophobe 9 -re-p&er du_ bitume d'un sable 
p p p p - - - - - - - - -  
bitumineux tout en specifiant que selon leurs critères, les sophorolipides de 
Candida bombicola n'agissent pas comme émulsifiants et ne stabilisent pas de 
façon satisfaisante une solution de deux liquides immiscibles. 
Application des sophorolipides 
Les d&muchés entrevus pour les sophorolipides se concentrent sur Ies produits 
à haute valeur aioutee comme les cosm6tiques (Desai et Banat, 1997), les 
produits alimentaires (Fiechter, 1992) et les détergents (Fiehler, 1997). Une 
compagnie japonaise, Kao Co. Ltd., commercialise les sophorolipides pour des 
lignes de cosmétiques comme SofM, où ils agissent comme humectants pesai 
et Banat, 1997). Aprés un procede d'estérification, les sophorolipides sont 
integrés dans les formulations de produits capillaires et de crèmes hydratantes 
(Desai et Banat, 1997). 
Dans une analyse économique, Desphande et Daniels (1995) ont évalué le coût 
de production des sophorolipides à 2,69 US$/kg et 3,60 US$/kg (suivant deux 
mkthodes diffêrentes de calcul) dans un fermenteur de 200 000 litres. Mais ils 
&valuent que le prix des biosurfactants doit se transiger à moins de 2 US$/kg 
pour etre compktitifs aux surfactants synthétiques. Enfin, ils ont évalué le 
contenu nutritionnel de la biomasse produite et conclu qu'elle pourrait etre 
vendue dans l'industrie de production de nourriture animale. 
CHAPITRE 2 
MAT~~RIEL T &THODES 
Le chnpitre présente une synthèse des protocoles poursuivis. La première parfie 
s'attache à la production des biosurfactants. Les conditions de production en 
Erlenmeye-r et  en ~éucteur y sont présentées, suiwies des méthodes d'analyse des 
paramètres de production. La seconde partie porte sur le lavage de sol et détnzlle les 
expériences réalisées pour b a l  uer le po toi fiel des biosu rfac tan ts pour cet te technologie. 
Le plan de travail poursuivi au long des travaux est Uustré à la figure 2.1. Il 
présente les &tapes expeimentales de la recherche, qui ont également demandé 
une attention particulière pour le developpement de techniques analytiques 
relatives au suivi de la production de sophorolipides. 
1 Sélection d'une souche microbienne 1 
productrice de biosurfactants O 
1 Productions de biosurfactants en 1 W 
milieu stérilisé (erlen). 
Productions en milieu non 
st&îii& (erlen) 
1 Productions partir de rejets 1 
I industriels (er len) 01 
Productions en rkacteur de 100 Litres 
(milieu non stérilisé) 
Lavages de sol contamin& aux 
Ob 
I I 
1 Analyse, conclusions et 1 
Figure 21 Plan de travail 
2.2. PRODUCTION DE SOPHOROUPIDES (BIOSURFACTANTS) 
Parmi les travaux consult&, les résultats publiés par Zhou et ses collaborateurs 
(1992, 1993 et 1995) fournissaient plusieurs indications sur le protocole de 
production. Ainsi, ils ont publie suffisamment d'informations pour bien cerner 
les conditions et facteurs d'influence lors de la production. Ensuite, les 
substrats évalu& dans leurs travaux, a savoir le glucose et différentes huiles 
végétales de grade alimentaire, pouvaient facilement etre retrouves sous la 
même forme dans des rejets industriels, l'inverse des esters qui donnent 
cependant de meilleurs rendements. Enfin, la production en mode cuvée est la 
plus simple à des fins d'etude de faisabilité et d'application en laboratoire. Les 
autres recherches publiées sur la production de sophorolipides par la levure 
(citées à la section 1.3.2 du chapitre 1) ont servi alors d'appui quant aux 
techniques analytiques, aux conditions de production en réacteur (pH, 
temperature, agitation) et à l'influence des substrats sur la production. 
2.2.1. S E L E C T ~  D'UNE SOUCHE PROûüCTRlCE DE BIOSURFACTANTS 
Tel que présente au terme du premier chapitre, la revue des différentes 
recherches effectuees sur la production de biosurfactants a mené au choix de la 
levure Candidn bombicola ATCC 22214 comme souche productrice. Ce choix fut 
motive par sa forte productivite (en biosurfactants) en genéral, par son potentiel 
de production a partir de rejets industriels, par son habilete A baisser la tension 
de surface et enfin, en raison de Ifaudite du milieu de production qui pourrait 
inhiber la croissance de bactéries opportmistes dans le milieu et eviter le 
recours à la stérilisation. 
2.2.2. PROVENANCE ET MAINTIEN DE LA SOUCHE 
La souche microbienne fut obtenue directement de 1'American Type Culture 
Collection (Rockville, MD), sous l'identification Candida bom bicoh ATCC 22214. 
Après réhydratation, la souche fut maintenue à 4OC sur gélose YM @ECO 
Laboratmies), constituée de 3g/l d'extrait de levure Bacto, de 3g/l d'extrait de 
malt (Difco), de Sg/l de peptone Bacto, de 10g/l de dextrose Bacto et de 20g/l 
d'agar Bacto. Elle fut par la suite transf&ke à chaque mois. Le protocole P3A, 
presente en annexe A, prksente des informations supplementaires. 
2.2.3. MlEu DE PROOUCnON (d'après ZHOU et KOSARIC, 1995) 
Les besoins chimiques pour la croissance de la levure et la production de 
sophorolipides demandent la presence de sources de carbone, d'énergie, d'azote 
et de minéraux, ainsi que d'eau et de vitamines. Le milieu optimise par Zhou et 
Kosaric (1995) fut selectionné pour la presente recherche. il se compose de 
Olg/l de KH2PO4, 5g/l Mg%.7H2Of O,lg/l F a ,  O,lg/l NaCl, 4g/l d'extrait 
de levure, lg/l d'uree, de 105g/l d'huile canola (grade alimentaire, sans agents 
de conservation) et de 100g/l de glucose. Le pH du milieu est ajustk à 4,5 avec 
de l'acide chlorhydrique. 
Pour les productions ii partir d'un milieu initialement stWe, le milieu est 
cornplkte avec de I'eau distillee puis autodave durant 20 minutes à 121°C, 
lOl,3kPa. Pour les productions en milieu non stérilise, de I'eau courante est 
employêe et le milieu est non autodavé. L'huile de canola et le glucose sont les 
substrats dont la substitution par des rejets industriels est visée. La provenance 
des produits chimique est indiquk dans le protocole P3B, sous la section 
mat&ieIs, en annexe A. 
Température 
La température optimale de croissance de la levure fut rapportée pour une 
plage de 22°C à 25°C (Spencer et al., 1979). Certains auteurs ont vMié 
l'influence de la température sur la croissance et la production et dans ces cas, la 
température optimale varie entre 25°C (Dada e t  al., 1997) et 27OC @esphande 
et Daniels, 1995). Ils n'ont cependant fait ces evaluations que pour une plage de 
temperature allant de 25OC a 37°C. Zhou et ses collaborateurs (1992, 1993 et 
1995) ont r&d& leurs expériences à 30°C. Aucune des publications consultées 
ne rapporte de production a température ambiante. 
Dans le but de simplifier le procédt?, les expériences furent réalisées à 
temperature ambiante (21°C), en recouvrant les Erlenmeyer de papier 
d'aluminium pour minimiser la perte de chaleur degagee par la respiration 
cellulaire. 
Zhou et Kosaric (1995) n'ont pas ajusté le pH durant leurs essais, qui descendait 
rapidement de 4,5 des valeurs de 32  - 3,4. Sous d'autres conditions, le pH 
descendait en quelques heures de 6,O a 2,8 (Desphande et Daniels, 1995). 
Certains auteurs ont evalue un pH optimal de croissance et de production 
autour de 3,5 (Davila et al., 1997 ; Desphande et Daniels, 1995) et 4,7 (Fider, 
1997). Le fait d'ajuster le pH augmente le rendement de production d'environs 
20% (97g/l a 120g/l) (Desphande et Daniels, 1995). 
D'aprés ces informations, le pH ne fut pas ajusté, sauf au temps O, où il fut 
ajuste a 4,s. Ceci &vite l'emploi de produits chimiques suppl6mentaires. 
Deux colonies prdevêes sur les gdoses YM servaient A I'ensemencement d'un 
Erlenmeyer de 1 1 A chicanes contenant 0,2 1 de milieu de culture YM liquide 
stérile, ce milieu contenant 1% de glucose (10g/l). Apres une croissance de 48 
heures à température ambiante sous agitation de 200 rpm, un second 
Erlenmeyer de 1 1 chicanes contenant O,3 1 de milieu liquide st6riIe YM fut 
ensemencé avec 0,Ol 1 de la premiere culture (3% v/v). Après 24 heures 
d'agitation a 200 rpm et temperature ambiante, 0,03 1 de cette seconde culture 
servaient d'inocdum pour 0,s 1 de milieu de production (10% v/v). 
L'ajout de 10% de milieu YM au milieu de production implique que les 
concentrations initiales en glucose et en huile vegétale sont de 9,1% et 9,5%, 
respectivement, pour le milieu total de production (les concentrations du milieu 
avant inoculation sont de 10% et 10,5%). Le protocole P3B en annexe A 
présente de façon d6taülee la démarche. 
Pour des productions de 1,6 1 en erlemeyer de 6 1 muni de chicanes, la 
procédure est identique, à l'exception de I'inodum du milieu de production 
qui est de 0,16 1 au lieu de 0,030 1. 
Deux colonies de Candida bombicoln étaient prelevées et ensemencées dans 0 3  1 
de d i e u  YM (protocole MA) stérile contenus dans un Erlenmeyer de 1 1 à 
chicanes, puis incubés a température ambiante, à 200rpm pour 48 hrs. Deux 
cent quarante millilitres (0,24 1) de cette culture servirent ensuite d'inoculum 
pour 8 1 de milieu YM stérile repartis dans quatre Erlenmeyer à chicane de 6 1 
chacun. Apres 24 heures d'incubation à température ambiante a 200rpm, la 
totalite de cette culture servit d'inoculum à 72 litres de milieu de production en 
réacteur. Lt6valuation de la persistance de la culture fut évaluée en conservant 
8 litres de la fin de production precedente pour inoculer 72 litres d'un milieu de 
production frais (non stMe) .  
Réacteur 
Le rkacteur en acier inoxydable possedait un volume utile de 100 litres 
(diami?tre interne de 50,8 cm), mais fut rempli a 80 litres de milieu de 
production, incluant l'innoculum. L'aeration fut maintenue à 0,85 w m  et 
distribuee A l'aide d'un serpentin en PVC perfore, dispose au fond du reacteu. 
Deux hklices marines il deux pales (diametre de 13,97 cm), disposees à 13,97 cm 
du fond et a 16,51 cm l'une de I'autre, assuraient l'agitation en poussant le 
liquide vers le haut (la viscosité du milieu le permettant), ce qui évitait 
l'accumulation d ' M e  vegetaie non émulsifiée sur le bord des parois en surface 
(zones mortes). La vitesse d'agitation était maintenue à 400 rpm (moteur de 1h 
Un schéma du réacteur utilisé au laboratoire est presenté à la figure 2.2. 
Hélicemarine 
0 = 13,97 cm 
- Serpentin perforé 
Figure 2 2  Reacteur pour la production de sophorolipides 
La mise au point des techniques analytiques relatives au suivi de la production 
a nkessité plusieurs expériences. Pour chaque méthode presentée dans cette 
section, le numéro d'identification du protocole correspondant est indique entre 
parentMe. Les lecteurs pourront s'y reférer, en annexe A, pour plus de details 
sur les équipements, la méthodologie et les produits chimiques. Ces 
informations ne sont pas essentielles la compréhension des e x p k c e s  et de 
leurs résultats mais certaines précisions pertinentes et recommandations sur les 
méthodes, leurs limites et leurs applications sont fournies, accompagnees de 
figures et diagrammes. Les principaux déments de ces techniques analytiques 
sont presentes ci-dessous. 
2.2.6.7 Biomasse (pmtocole P3C) 
La masse cellulaire presente dans le milieu fut determinee sur la base de son 
poids sec. Un édiantillon de 10 ml de bouillon de production est préleve, tout 
en maintenant l'agitation du milieu pour assurer un ediantillonnage 
reprksentatif. Après centrifugation 8500 rpm durant 20 minutes (21°C), le 
surnageant est recupee pour d'autres analyses et 5 ml d'eau et 20 ml d'acktate 
dl&hyle sont ajoutés au culot qui est resuspendu et recentrituge sous les mêmes 
conditions que pr&demment. Le surnageant est conserve et ajouté au 
premier, tandis que le culot est rkcupéré et séché à 105°C jusqul& lobtention 
d'un poids constant. L'erreur moyenne sur les mesures fut de 3%, le maximum 
pouvant d e r  jusqu'a 16% au premier jour de production (i.e. quand la 
concentration totale est de moins de 5 g/l). 
Les méthodes d'analyses des sophorolipides peuvent être complexes et 
demander des équipements spkialistis. Ainsi, l'usage de la chromatographie 
Liquide à haute performance (HPLC) implique Ia mise au point d'une methode 
très speafique pour des composés peu usuels. Si cette mbthode permet une 
identification certaine des sophorolipides, d e  peut demander un temps de 
développement relativement long, d'autant plus que les sophorolipides ne sont 
pas disponibles 
travaux publies 
en tant que standards de calibration. Cependant, dans les 
sur la production de sophorolipides, d'autres techniques sont 
combinées B la chromatographie haute performance et ces techniques visent la 
quantification des sophorolipides. 
Deux methodes de quantifications furent alors employées pour l'estimation de 
la production, soit la gravimétrie et la spectrophotométrie. Afin de confirmer 
l'identité des composes récupérés, une méthode d'identification relativement 
simple fut employée. II s'agit de la chromatographie en couche mince. Cette 
methode est assez spécifique pour permettre d'associer les composés produits 
aux sophorolipides, quoiqu'elle ne permette pas I'identification de chaque 
compose. 
Les trois methodes font appel a I'extraction préalable des sophorolipides à 
l'acétate d'ethyle. La tension de surface des sophorolipides purifies fut mesurée 
afin de determiner la concentration micellaire critique du mélange de 
sophorolipides. 
Gravimétrie (protocole P3C) 
Après centrifugations et extraction de l'echantillon I'acetate d'6thyle (pour la 
determination de la masse de cellules), les sumageants récup&& forment deux 
phases. La phase legère (organique) est récupéree du tube cen-ger à I'aide 
d'une pipette pasteur et la phase lourde (aqueuse) est reextraite 3 fois avec 20 
ml d'acétate d'ethyle, la phase organique étant à chaque fois récuperee dans un 
ballon a fond rond. La phase organique est ensuite évaporee à 70°C-80°C sur 
un roto-évaporateur opérant sous vide. Le résidu (sophorolipides) est lavé à 
l'hexane, pour retirer les acides gras, Sech6 puis pes6 jusqu'ii l'obtention d'un 
poids constant. L'erreur moyenne sur les extractions et les residus recupérks fut 
de 4% et constante (erreur maximale observke de 5,2%). 
Spechophotométrie (protocole P3E) 
Les sophorolipides peuvent être  valu& par analyses des sucres de la phase 
organique suivant les extractions du milieu de production (Desphande et 
Daniels, 1995). La méthode se base sur les informations structurales connues 
sur les sophorolipides (voir la figure 1.12 du chapitre 1). Avec le glucose 
comme standard (Desphande et Daniels, 1995), le contenu en sophorolipides 
peut être estimé en assumant que 1 gramme de glucose dans la phase organique 
correspond à 1,91 g de sophorolipides (Asmer et al., 1988) La mkthode 
coloriméhique au pheiol (Dubois et al., 1956) fut employée pour l'analyse d'un 
échantillon de phase organique récupéree. 
Chromatographie en couche mince (protocole P3F) 
L'analyse quaïtative des sophorolipides fut rtialisée en chromatographie en 
couche mince (TLC) selon les spécifications diAsmer et ses colIaborateurs 
(1988). 5 à 15 pl du milieu de production extrait à l'acétate dt&thyle furent 
appliques sur des plaques de 2 0 m  x 20an x Icm en gel de silice. Le solvant a 
d&eloppement était compose de chloroforme/ méthanol/eau (65:15:2). Le 
réactif à dktection se composait d'un mélange dtanisald6hyde/ acide 
sulfurique/ acide adtique (OJ:I :XI). Plusieurs standards internes huent testés : 
cholest&oI, acetate de cholest&ol, 17a-hydroxyprogestérone, lla- 
hydroxyprogest&one, cortisone et gdactoceébroside. 
Mesure de la tension de surface et de la CMC (protocole P3G) 
Les mesures de tension de surface furent réalisées avec un tensiometre 
fonctionnant avec un anneau de platine, qui represente la methode de l'anneau 
du Nouy (Fisher Scientific Ltd, modèle 21, Tensiomat semi-automatique). Les 
sophorolipides récup&&s apres extractions à l'acétate d'ethyle et lavage à 
l'hexane ont éte s&h& et passes au mortier. Une quantitk connue de ces 
sophorolipides (sous forme de poudre) fut diluee dans un volume connu d'eau 
distillke puis solubilisée dans un bain à ultrasons. Cette solution fut par la suite 
diluee et la tension de surface mesurée pour plusieurs concentrations. Le 
tensiometre fut calibre avec de l'eau distillée, pour laquelle la mesure de tension 
de surface était de 77,8 dynes/cm. L'obtention de trois mesures successives 
similaires était nécessaire avant de déterminer la tension de surface de la 
solution, qui est formée de la moyenne de ces trois mesures. La concentration 
micellaire critique (CMC) fut dCtemiin4e en traçant les valeurs de tension de 
surfaces mesurees en fonction des concentrations respectives de la solution. 
2.2.6.3 Huile végétale (protocole P3C) 
L'heuane ayant s e M  au lavage des sophorolipides apr& evaporation de 
l'acétate d'ethyle est récupére dans une fiole préalablement pesee. Le maange 
est ensuite evapore puis pesk jusqu'8 poids constant. L'erreur sur les mesures 
d'huile végétale récupérée furent de 10% pour les premiers jours (1 a 4) de 
production, pour &tre de moins de 5% les jours suivants. 
2.2.6.4 Glucose (protocole P3D) 
La concentration en glucose dans le milieu de production est estimée A l'aide de 
l'analyse de la phase aqueuse récupérée apres les extractions A l'acetate d'éthyle. 
L'estimation suit la méthode colorim6trique au phénol (Dubois et al., 1956), avec 
le glucose comme standard. Pour chaque khmtrllon, initial, trois analyses sont 
r&dis&es. L'erreur moyenne sur les mesures fut de 4% dans 95% des cas, l'erreur 
maximale etant de 10%. 
2.2.6.5 Rendement 
Le rendement en sophorolipides fut defini par D a d a  et ses collaborateurs 
(1994) comme le ratio de la masse de sophorolipides produite (g) sur la masse 
de glucose et de substrat lipidique consommé (g) durant une periode de 
production donnee. La mOme définition fut employee dans cette recherche. 
2.2.6.6 VBMcation de la puret6 rnicrobMlogique du milieu non stérile 
(protocole P3H) 
Pour verifier s'il y a eut aoissance de micro-organismes opportunistes autres 
que Candi& bornbicola durant les productions en milieux non stérilisés, des 
decomptes microbiens sur milieux sélectifs furent realisés en début et en fin de 
production. Deux types de géloses furent employes, soit un favorisant la 
aoissance des h&&otrophes totaux et un favorisant la croissance des levures. 
lûûpl de bouiuon de production etaient dilues dans de l'eau saline stérile à 
diverses concentrations pour permettre les décomptes. Apres incubation, les 
unites formant des colonies furent répertori&es, suivant leur groupe et leur 
apparence. Les différentes colonies étaient ensuite observêes au microscope 
pour mieux les caractériser. 
Dans les premières etapes du plan de travail, il était opportun de tester 
l'habileté de la solution brute à laver un sol contamine avant de concentrer les 
efforts sur les techniques analytiques en développement. Le potentiel de lavage 
du bouillon brut de production de sophorolipides fut évalue pour un sable 
grossier (lmm < < 4,75mm) contamine à 13 000 mg/kg de CI&. 
Après ces essais préliminaires, un sable de granuIom&ie plus fine mais de 
contamination similaire fut employe. Ce sont les caractéristiques de ce sol qui 
sont present6es ci-dessous. 
2.3.7.7 Granulométrie 
Le sol initial, dont la courbe granulom&rique est presentée à l'annexe B fut 
séché, broye et tamisé à Imm. Aprés tamisage, 95% des particules ont un 
dia&tre entre 0,08rnrn et Imm. Le sol est donc un sable de granulométrie fine 
à moyenne, selon les classifications de I'Arnerican Society for Testing & 
Materials, contenant tri% peu de fines (argile et limon). Le sol contient peu de 
matiere organique. 
2.3.1.2 Contamination 
La contamination du sol en CI& a pris son origine dans un site de raffinerie. 
La concentration en con taminants sur la fraction tamisée du sol est de 13 400 
mg/kg de sol sec. La contamination se repartit sur toutes les plages 
d'hydrocarbures, ainsi que le presente le tableau 2.1. Les analyses furent 
realisbes l'extêrieur (Novamann Maxxam, Lachine), selon la méthode 410- 
HYD.1.0 du Minist&re de l'environnement et de la faune (Annexe A). 
Tableau 2.1 Contamination du sol, par plage d'hydiocarbures 
Plage d'hydrocarbures Cmcentratiun dans le sol (mg/kg sec) 
Cl419 3 400 
CA29 5000 
G o - G 9  3 400 
Go-Cs0 1 600 
2.3.2. ~OUDITIOUS DE LAVAGE (pfOf0~0/e $31) 
Les paramètres étudies furent la concentration de la solution de lavage et la 
température de lavage (21°C et 50°C), en fonction de la concentration residueile 
en contaminanis dans le sol lavé. 
Les lavages ont &té réalises en mode cuvee dans des Wchers de 0,6 1, chaque 
lavage &nt redis& en triplica. Apres melange du sol, 22 grammes etaient 
prelevés et depos& dans trois k h e r s  et 0,125 1 de solution de lavage y etaient 
ajoutes (15% p/v). Les solutions de lavage étaient préalablement amenees à la 
temperature de lavage. Un agitateur d. quatre postes (Phipps & Bird) permettait 
de maintenir l'agitation à 150 rpm. Pour évaluer l'efficacité de lavage à 50°C, le 
montage était disposé dans un bain chauffant. Chaque lavage impliquait quatre 
cycles d'agitation de 30 minutes entrecoupes de 24 heures de décantation. 
Après chaque décantation, le surnageant etait retiré et le même volume d'une 
solution fraîche rajoute pour le prodiain cycle. Aptés la dernière dêcantation, le 
surnageant était retiré et l'échantiuon de sol mélange et envoye pour analyse 
des Cl& résiduels. En génkd, l'écart-type observé entre les triplica fut de 
530 mg/kg. 
CHAPITRE 3 
P R o D U ~ ~ I O N  DESOPHOROLIPIDES 
- RÉSULTATS ET DISCUSSION - 
Une importante partie du projet fut consacrée à la production de saphorolipides, l'étape 
limitant le passage aux objectifi de lavage de sol. Ce chnpitre présente résultats relatifi 
à la production de sophorolipides par Cmididn bombicola ATCC 22214, lesquelles ont 
été obtenues suite ri la mise au point des techniques analytiques présentées au chapitre 
2.  Les réniltats sont illustrés pour des productions "idéales", puis comparés à des 
productions ori des milieux non stérilisés et des rejets industriels firent utilisés. Enfin, 
les résultats de production de 80 litres de solution de biosurfactants en réacteur sont 
présen tés et discutés. 
On entend par milieu idhl le milieu décrit par Zhou et Kosaric (1995), repris à 
la section 2.2.3 du chapitre precédent, dont les principaux substrats sont de 
l'huile de canola et du dextrose (glucose) purs. 1,6 1 de ce milieu furent 
st&ilisés avant inoculation avec une culture pure de Cizndidn bombicola dans un 
Erlenmeyer de 6 1 muni de chicanes. Un tel volume fut nécessaire pour realiser 
un cycle complet de lavage de sol. Plusieurs productions furent realisées pour 
la mise au point des techniques analytiques, et les premiers bouillons produis 
ont servi aux essais préliminaires de lavage de sol (ces resultats de lavage sont 
présentes au chapitre 4 suivant). 
Techniques analytiques et erreur expérimentale 
Les concentrations en biosurfactants (sophorolipides) ont et6 obtenues par 
gravirnetrie. La methode colorim&rique au phénol n'a pas pennis d'obtenir des 
résultats concordants avec les valeurs gravim&triques et n'a pas été retenue 
pour I'analyse quantitative des biosurfactants. La presence de groupes acetyles 
sur les sophoroses semble entraver I'hydrolyse compkte des mol&ules et la 
quantification par mesure du glucose. Toutefois, la coIorim&ie ne fut pas 
intensément evaluee ; ainsi la methode de quantification B I'anthrone qui est 
mentiom& dans la litt6rature n'a pas et6 v&ifi6e et pourrait s'avérer plus 
approprik Pour plus de détails concernant les essais sur h méthode 
colorim&ique, leurs rêsultats sont présent& et discutés dans le protocole P3E, 
en Annexe A. 
Les erreurs les plus significatives sur les mesures ont et6 observées aux 
premiers jours de production, I I  où les quantites en biomasse et en 
sophorolipides etaient faibles et l'huile vegetale non émulsionnée, ce qui rendait 
un edwtillonnage homogène difficile (deux phases en présence). Par ailleurs, 
la forte concentration en sophorolipides vers la fin de production changeait la 
rheologie du milieu, qui etait à ce moment plus dense, et nuisait a un 
ediantillonnage reprksentatif. Cette diffidte d'êchantillonnage après la 
pêriode de croissance de la biomasse, où la concentration en sophorolipides 
ste1&ve consid&ablement, fut par ailleurs relevée par Davila et ses 
collaborateurs (1992) ainsi que Rau et ses collègues (1996). Des informations 
supplhentaires sur les analyses d'erreur expérimentale sur les extractions sont 
domees dans le protocole P3C en Annexe A. Mais de facon g&~&ale, les 
erreurs les plus significatives sont dues a l'échantillonnage et non à la methode 
analytique, et furent de l'ordre de 10% (kart-type ramené sur la moyenne de 
triplica). 
Suivi de la production 
La figure 3.1 présente le suivi des principaux parametres de production, soit les 
productions de biomasse et de sophorolipides, ainsi que les consommations de 
glucose et d'huile de canola. L'evolution du pH du milieu et de la température 
y sont également presentes. 
La figure 3.1 montre clairement que l'isolation des erlemeyers iî l'aide de papier 
d'aluminium a favorise le maintien d'une température propice à la croissance et 
à la production, qui se situe entre 25 et 30°C selon les études (voir la section 
2.2.3 du chapitre précedent). En raison de I'activite microbienne (voir la courbe 
de croissance de biomasse) la température a augmenté immédiatement de 21°C 
à un peu moins de 30°C, pour se maintenir à cette valeur tout au long de la 
production, sans avoir recours B aucun système externe de chauffage. La baisse 
de température observee au jour 7 est reliée il un met impr&u de l'agitation 
qui a eu lieu entre le jour 6 et le jour 7. Cet art.& est directement reflete sur les 
mesures de température, de pH, ainsi que sur les cinétiques de production et de 
consommation. En cons&quence, entre le jour 6 et le jour 8 de production, il n'y 
a eu aucune evolution dans le milieu et il serait plus juste de parler d'une 
production de 45g/l de sophorolipides en six jours plut& qu'en huit. Enfin, le 
pH du milieu descendit dès le debut de la production de 4,5 à moins de 2,8, ce 
qui correspond aux données de la littérature mentionnees au chapitre 
précédent. 
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Figure 3.1 Suivi de la production de sophorolipides par Gmdidn 
bombicola en Erlenmeyer de 6 1 dans un milieu stêrilisê 
contenant 9,1% @/v.) de glucose et 93% @/v) d'huile de 
canola. 
En observant la pente des courbes de disparition des substrats (i.e. dS/dt), le 
glucose fut plus rapidement utilisé que l'huile végetale (fig.3.1), jusqu'à une 
concentration dans le milieu d'environs 10 g/l de glucose au jour 6. La 
consommation d'huile végétale par les microaganismes n'a débuté que 
lorsque le glucose eût presque atteint sa concentration finale, entre le quatrième 
jour et le cinquième jour de production. L'huile fut à ce moment utilisée 
rapidement, comme le montre l'accentuation de la pente, jusqu'à une 
concentration d'un peu plus de 60g/l (jour 6). 
La concentration en biomasse a atteint prés de 15g/l apres 3 jours de 
production et demeura relativement constante jusqu'à son arrêt (jour 8). Une 
faible baisse est visible au jour 7 et confirme le manque d'oxygène engendré par 
l'arrêt de l'agitation entre les jours 6 et 7. La concentration maximale en 
biomasse fut deux fois moindre que celle observee par Zhou et Kosaric (1995) 
(31 g/l) et cette situation peut être attribuee à la mise à lt&helle, leurs 
expériences ayant eté realisees en Erlenrneyer de 0,5 1 sans chicanes. 
Ainsi que le montre la figure 3.1, la production des sophorolipides a débute des 
le debut de la production mais la majorité fut produite durant la phase 
stationnaire de croissance de la levure, ce qui répond à une cinetique de 
production non associée à la croissance. L'accumulation la plus importante de 
sophorolipides dans le milieu a concorde avec le debut de la consommation 
d'huile vegétale. Ainsi, tel qu'avancé par Davila et ses collaborateurs (1992), la 
biomasse serait principalement produite à partir du glucose, puisque le taux de 
consommation de glucose est directement relie au taux de croissance alors que 
le taux de production des sophorolipides augmente suite à I'augmentation de la 
consommation de la deuxième source de carbone. Le fait que ces deux derniers 
ne soient pas directement reliés (comme le glucose et la biomasse) suggere 
fortement que la synthese des sophorolipides est un processus enzymatique. 
La concentration en sophorolipides atteinte aprés 6 jours de production fut 
pour ce type de production, de 45g/l, pour un rendement de 0,39g/g par 
rapport aux deux substrats. Cette valeur se compare aux donnees de la 
litterature, où on présente entre autres des rendements en sophorolipides de 
039 et 0,43 g/g pour des productions de 7 jours à partir d'huile de palme et 
d'huile de tournesol, respectivement (Davila et al., 1994). 
D'apres la figure 3.1, ii est clair que si la croissance de biomasse intervient 
rapidement, la consofnmation de l'huile végetde et l'accumulation des 
sophorolipides n'a debute qu'aprés 5 jours de production, ce qui est 
relativement long. D'autant plus que la concentration en sophorolipides 
obtenue après six jours ne fut que de 45g/I, comparativement a plus de 120g/l 
obtenus par Zhou et Kosaric (1995). Ceci est probablement reiie ii la nature de 
l'inoculant employe. En effet, ces chercheurs ont utilise un milieu de culture 
identique au milieu de production, ce qui permet aux micro-organismes de 
s'acclimater A la presence du substrat hydrophobe et de reduire la phase de 
latence avant son utilisation, enclenchant I'accumulation des sophorolipides 
plus rapidement. Dans la présente recherche, la culture servant d'inoculant fut 
a base de glucose seulement, c'est pourquoi la pQiode d'acclimatation des 
micro-organismes envers l'huile vegetaie fut observêe durant la production. 
Enfin, le fait d'employer des Erlenmeyer de 6 1 plutôt que des erlemeyers de 
moins d'un litre, même s'ils sont munis de chicanes, limite la diffusion 
d'oxygène, qui serait un dément majeur pour la production des sophorolipides 
(Desphande et Daniekt 1995). Il faut rappeler que l'usage de ces Erlenmeyer ne 
hit destiné qu'à produire des volumes suffisants pour des essais prdiminaires 
de lavage de sol à des fins d'etude de faisabdite ; l'optimisation de la production 
ne constituait pas un objectif au cours de cet essai. Ainsi, une production de 
45g/l de biosurfactants dans ces conditions fut considér6e prometteuse en 
regard des rendements obtenus pour des cultures bactériennes (de l'ordre de 
moins de 10g/l). 
La production en milieu non stérilise fut réalMe sous les mérnes conditions et 
en parall&le de la production en milieu "idéal" st4rilisé prkedente. Par contre, 
le volume de production fut de 0,3 1 en Erlenmeyer de 1 1 à chicanes et la 
production fut pounuivie durant 13 jours (figure 3.2). 
Jour de production 
,-Biomasse ,+ Sophorolipides , . .*, . Glucose , *, Huile canola 
Figure 3.2 Suivi de k production en Erlenmeyer d'un litre à partir d'un milieu non 
stérilisé contenant 9,1% de glucose pur et 9,596 d'huüe de canola pure. 
De façon geneiale, on observe la similarit& avec la production en milieu steilise 
(fig. 3.1). La température fut moins constante et en moyenne un peu inférieure, 
pour se situer d; 26"C, mais demeura dans la plage optimale de 25°C à 30°C pour 
la production et la croissance. L'arrêt de I'agitation entre le jour 6 et le jour 7 
semble avoir eu un impact un peu plus prononce sur les cellules que lors de la 
production en Erlenmeyer de 6000ml : celle-là ne revint à sa concentration 
rnawimale qu'au jour 9, en passant de 15 g/l à 20 g/l. Par contre, il n'y eût pas 
d'effet marque sur le p H  du milieu, qui se maintint toujours en-deçh de 3. 
Du c8te de la consommation des substrats, on remarque la variabilite des 
mesures d'huile vegktale en debut de production, causée par des diffidtés 
d'echantillonnage. De façon genérale, la consommation d'huile vegétale fut 
immédiatement suivie d'une augmentation du taw de production de 
sophorolipides (pente de la courbe). Le glucose fut consommé relativement 
rapidement, pour atteindre une valeur limite de 10g/l des le cinquième jour de 
production, après quoi seule l'huile vegétde fut consommée. Étant dome que 
la masse cellulaire s'est maintenue à une valeur de 20g/l juqu'au j o u ~  &on 
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peut supposer que l'huile végetale sert aussi. mais dans une moindre mesure, 
de substrat de croissance et que la production de sophorolipides est liee à la 
présence d'enzymes &rétées en presence d'huile végétale. 
Le taw de production de sophorolipides fut plus élevk au départ pour les 
expériences en ErIenmeyer de 1 1, puisque la concentration atteinte était 
superieure 40 g/l après quatre jours de production (fig. 3.3). De plus. la 
production fut plus constante qu'en Erlenmeyer de 6 1, où elle avait augmente 
brusquement (productivité plus elwêe) du jour 5 au jour 6. La production de 
sophorolipides augmenta ainsi graduellement jusqu'a une concentration de 
près de 90g/l apres 13 jours de production pour un rendement de 0,52g/g par 
rapport aux substrats. 
jour de production - Milieu idbal stbniisé (eden 6000rnl) - Milieu idéal non stérilisé (erien 1000mf) 
Figure 3.3 Comparaison des productions de sophorolipides en 
milieu idéal st&ilisé (1600ml de milieu) et non st&dise 
(300ml de milieu) avant inoculation avec Candida 
bom bicola. 
Puisque les conditions de productions étaient ciifferentes en terme de volume, il 
est juste d'attribuer le meilleur rendement de la levure h la mise à I'echde. En 
effet, même si le ratio volume de liquide:volume de 1'Erlenrneyer et les 
proportions dimensionnelles furent identiques, l'effet du poids du liquide dans 
les ErIenmeyer jouait un rBle lors de son déplacement au cours de l'agitation. 
Ainsi, le contenu des Erlenmeyer de 6 1 se contentait de tourner au rythme de 
l'agitateur, tandis que dans les Erlenmeyer plus petits, une forte agitation etait 
créée par les chicanes. C'est pourquoi le plus faible rendement est 
vraisemblablement attribuable a une agitation insuffisante et r&& au transfert 
d'oxyghe. De plus, en observant la figure 3.3, on peut également presumer 
que si la production en Erlenmeyer de 6 1 fut poursuivie au-delà de 8 jours, la 
production de sophorolipides serait comparable dans les deux cas, puisque seul 
un écart de 10g/l à 20g/l existe à partir du skierne jour. 
Enfin, la conclusion la plus importante fut que l'utilisation d'un milieu de 
production non st6rilis& formulé à partir d'eau courante et sur lequel aucune 
mesure partidi&e pour éviter une contamination ne fut prise, n'a pas eu 
d'effet majeur d'inhibition sur la production de sophorolipides. Par conséquent, 
le passage au remplacement de certains substrats par des rejets industriels ne 
fut pas écarte. 
3. f.3. PRODUCTION A PARiYR DE REJETS INWSTRlELS 
A la suite des rksuitats en Erlenmeyer, la production de biosurfactants h partir 
de deux rejets industriels en milieu non stérilisé fut etudiee. La nature des 
rejets et leur accessibilité furent les principaux facteurs considérés pour leur 
sélection. Des productions pardMes permettant d14valuer I'impact de chacun 
d'eux sur la production de sophorolipides furent compl&ées. 
3.7.3.7 Choix des rejets 
Les substrats evalués devaient constituer un sous-produit de Ilindushie agro- 
alimentaire pour être considére dans la présente étude. Les rejets recherches 
devaient pouvoir constituer une source hydrophile riche en hydrates de 
carbone et une source hydrophobe riche en acides p. Enfin, chacun de ces 
rejets devait être disponible en quantites dfisantes, a coût minimal et dans un 
même rayon de distance. Ce dernier critère visait à minimiser les coQts de 
transport pour amener ces rejets à un site &entuel de production de 
biosurfactants et de lavage de sol. 
La s&ction des rejets fut entreprise par une inscription à la Bourse québécoise 
des mati&es secondaires (Societé qu6bécoise de récupération et de recyclage, 
Quebec), dont l'objectif est de fournir un outil de gestion pour la valorisation 
des matières secondaires d'origine industrielle, municipale, commerciale et 
institutionnelle. Son rôle est de favoriser la transaction de matières entre 
producteurs et utilisateurs. Cette demarche a donc pennis d'amorcer les 
contacts avec diverses entreprises et récupkrateurs pour finalement selectionner 
de la mélasse non raffinee et de l'huile vegetale usee gén&es dans la région de 
Montmiai (Que). 
Source hydrophile riche en hydrates de carbone 
Lors du procédk de raffinage du sucre et de ses produits derives (sucrose, suae 
inverti), un rejet de production non cristallisable se presentant sous forme de 
sirupeuse p p p - p - - - - - -  est gh&& Il s'a@ demgasse sous forme_nonraffin6e, de qiralite et 
de composition variable. Chez Sucre h t i c  Ltée. (Montreal), ce sous-produit est 
vendu pour raffinage et incorporation dans la nourriture pour animaux, de 
même que pour favoriser la croissance de levures. Selon les dom&s 
mensuelles sur sa composition, le rejet comprend en moyenne 50% de suaes 
totaux (tableau 3.1). EUe se vend à envirom 112$ CDN la tonne metrique, ce qui 
revient B 0,112$/kg, comparativement a 1,015$/kg pour le suaose. A titre 
comparatif, la mélasse raffinee composée a 72% de sucres totaw se vend 
88 
presentement à 0,65$/kg, tandis que la mélasse raffinée composbe 55% de 
suaes totaux se vend à O,4O$/ kg ii échelle industridel. 
Tableau 3.1 Composition moyenne de la mêlasse non raffinee de Sucre 





Organiques non sucres 
Eau 22/38 
Pax ailleurs, le contenu en sucres des échantillons de melasse empla 
analyse par colorimétrie avec le glucose pur comme standard. Les résultats ont 
montre une concentration de 52% en sucres dans la mélasse, ce qui concorde 
avec les données fournies par la compagnie (tableau 3.1). Cette concentration 
en suaes de la mêlasse fut par la suite employee pour calculer la concentration 
&pivalente de mdasse nécessaire b ajouter au milieu en remplacement du 
glucose pur. 
Outre son contenu glucidique, la melasse est susceptible de contenir plusieurs 
autres compos& ; dans le cas present, c'est son contenu en azote qui se montre 
intéressant. II faut rappeler que l'azote est un dément dé pour la synthése des 
sophorolipides, qui aura lieu pour une plage de concentration restreinte en 
azote et en conditions limitantes (revoir la section 1.3.2 du chapitre 1). De plus, 
l Source: Aliments Grand'ma 
il fut démontre que si l'extrait de levure (source d'azote et de vitamines) est 
nécessaire en concentration minimale (pour apporter environs 113 du contenu 
total en azote), la proportion manquante d'azote peut etre apportée par d'autres 
sources et une variété de formes azotees est favorable, comparativement de 
l'extrait de levure employe seul (Zhou et al., 1992). C'est pour cette raison que le 
milieu idéal est forme d'une combinaison d'extrait de levure et d'urée. 
Le contenu en azote de I'uree est relie à sa formule chimique (NH2CONH2). Elle 
apporte 47ûmg/l d'azote au milieu de production qui contient lûûûmg 
uree/litre de milieu (tableau 3.2). La mélasse non raffinee et l'extrait de levure 
employés au cours des expériences furent anaiysés pour leur contenu en azote 
ammoniacal et en azote Kjeldahl (total) (tableau 3.2). 
Tableau 3.2 Apport en azote de l'extrait de levure, de l'urée et de la mélasse 
non raffuiee. 
- - -  
Contenu en N-NH4 Contenu en N-fot Apport en azote total 
Composé 
fmg/lOO& fmg/I mg) dans le milieu cnrfl, 




a En assumant 52g glucose/lOOg méiasse, pour une concentration h 10% en glucose dans le 
milieu avant inoculation. 
S u  la foi de ces analyses, il hit donc dkcidé de supprimer l'urée pour les 
productions oii de la maasse non raffinee était employée, puisque I'apport en 
azote total provenant de celle-ci est à lûûmg près equivdent. Des essais en 
Erlenmeyer de 1 1 où seul le glucose fut remplace par la mélasse (resdtats non 
montres) ont par d e u s  montré des productivitb en biosurfactants 
relativement faibies (moins de 10g/l), dors que les memes expériences en 
absence d'urêe ont donnê des rendements de beaucoup supérieurs (plus de 
70g/l), ce qui laisse supposer que la présence d'azote dans la melasse est bien 
un facteur d'importance dans la formulation du milieu. 
Source lipophile riche en acides gras polyinsaturés 
Ainsi que mentionne au diapitre 1, une équipe de chercheurs s'est penchée sur 
l'iduence du précurseur lipidique sur la production de sophorolipides et la 
structure du maange de sophorolipides produits @avila et al., 1994). D'une 
part, leurs r&sultats ont montre que la proportion de formes acides des 
sophorolipides (les plus solubles) par rapport aux formes lactones (toujours 
predominantes) augmentait lorsque le cosubtrat hydrophobe est 
principalement compose d'acides gras polyinsatur&. D'autre part, ils ont 
montre que la productivité de la levure est meilleure lorsque le cosubstrat est 
un ester ou une huile riche en acides gras Ci89 et C18:O. 
Ces resultats ont aide à la sklection d'un rejet industriel à base de gras. Panni 
les rejets disponibles se trouvaient de la graisse animale, des mélanges d'huiles 
ayant seMt dans l'industrie de la restauration, ainsi que de l'huile vegetale 
provenant de l'industrie des croustiiles et aliments similaires. Le premier fut 
éc& en raison de la forme solide qui y est associee (implique une étape de 
chauffage dans le procedé) et en raison des acides gras satures qui le 
composent. Le second fut écarté en raison des origines diverses des huiles 
récupérks et de la variabiIit6 des mflanges, ainsi que du fait qu'il se presente 
fr~quernrnent sous forme solide et nécessite une filtration pour retirer les 
nombreux résidus. Le tmisi&ne rejet par contre se montrait paticuliérement 
intéressant pour plusieurs raisons. En effet, les industries produisant des 
croustilles sont généralement de taille imposante et les volumes de rejets 
générés suffisants pour rependre à des besoins de production de 
sophorolipides. Par consequent, il est possible de s'approvisionner d'une seule 
source et de minimiser la variabilite de la composition du rejet. 
Les Aliments Humpty Dumpty Ltée. (Lachine) emploie de l'huile de canola pure, 
sans pr&ervatifs, pour la friture de ses crouçtilles. Aucun produit chimique 
n'est ajoute. Actuellement, une partie de cette huile usée est vendue des 
producteurs de savon (0,04$/kg d'huile usee), mais d'autres deboudiés sont 
toujours considérés. Environs 120 000 kg d'huile usee furent generés en 1997. 
L'huile de canola est une huile vegétale composee d'acides gras polyinsaturés 
dont 55% 60% est de l'acide oléique (C18:l) (Koseoglu et Lucas, 1990). La 
composition de l'huile de canola pure est fournie au tableau 3.3. 
Tableau 3.3 Composition en acide gras de l'huile de canoia pure. 
I Acides gras (%) 
L'exposition de l'huile à de hautes températures (180°C-190°C) pour la friture 
des aliments la rend sujette l'oxydation thermique, a I'hydrolyse et a la 
degradation thermique en presence d'air et d'eau (Koseoglu et Lucas, 1990). Le 
fait que l'huile ait subi de telles réactions se montrait donc comme un facteur 
favorable à sa sélection, puisqu'eiies entraînent l'augmentation des acides gras 
libres (Koseoglu et Lucas, 1990). En contrepartie, il est possible qu'une partie de 
cette huile soit plus difficile d'accb pour Ies micro-organismes, car son 
oxydation thennique entraîne aussi la formation de produits de décomposition 
non volatils, suite à la polymérisation des acides gras insaturés dans l'huile 
chaude. Tout en consid&ant ces eMrnents, l'huile de canola ayant s e m i  A la 
preparation des croustilles fut selectionnée comme substrat hydrophobe pour la 
production de sophorolipides. Ce résidu se présente sous forme liquide, avec 
environs 20% de son contenu sous forme solide (petites particules). L'huile est 
de couleur ambrée. 
3.1.3.2 Influence des rejets sur la production de sophoralipides 
Quatre types de productions furent realisees en paralli?le afin d'évaluer 
l'influence de la substitution du glucose, de l'urée et de I'huile végétale par de la 
mélasse non raffinee et de l'huile végétale usee. Dans tous les cas, les inocula 
etaient identiques et provenaient de la m&ne culture pure. Les milieux de 
production ont tous kt& complétes avec de I'eau courante et non stérilisés. Les 
mêmes proportions ont ete conservées pour la formulation du milieu (i.e. lg 
huile de canola pure = l g  huile de canola usee), et dans le cas de la mélasse, il 
fut assume que lOOg de melasse équivalaient à 52g de glucose. Aucune 
preparation ou traitement suppkmentaire (mis à part l'homogénéisation des 
echantillons) n'a ete réalise sur les rejets avant leur utilisation. Les essais ont éte 
les suivants : 
1. Milieu #1 : glucose +uree + huile vegétale pure (milieu idéal); 
2. Milieu #2 : glucose + uree + huile vegetale usee; 
3. Milieu #3 : mélasse + huile végétale pure; 
4. Milieu #4 : maasse + huile vegetale usee. 
Les comparaisons entre les pH et la température de production sont présentées 
a w  figures 3.4 et 3.5, respectivement. Dans les figures, les diff&entes 
productions sont dbsignées par les milieux dans lesquels elles ont eu cours, 
suivant les descriptions ci-dessus. 
La prem.i&re constatation à I'examen de l'évolution du pH des milieux (fig. 3.4) 
fut que la mêlasse (milieux #3 et #4) possède un fort pouvoir tampon. Ceci fut 
partidiirement évident lors de l'ajustement initial de pH, où la quantite 
d'acide (Ha) n&essaire pour amener le pH initial à 4,5 fut beaucoup plus 
importante dans les milieux #3 et #4 (contenant de la mélasse), que dans les 
milieux #1 et #2. Genealement, l'absence d'oxygéne chez les levures se traduit 
par un passage en fermentation (diangement de m~tabolisme) ou la 
dégradation des substrats est incomplète et génère des sous-produits comme de 
l'acide lactique et de l'alcool (baisse temporaire dri pH). Lorsque remises en 
presence d'oxyghe, les levures reprennent leur respiration et metabolisent les 
acides organiques, ce qui fait remonter le pH. Ainsi, le pH des milieux 
contenant de la melasse s'est maintenu au voisinage du pH optimal, soit entre 
3,s et 4,0, jusqu'au jour 8 de production. Mais à partir du jour huit, une 
augmentation du pH semblant repondre au manque d'oxyghe entre les jours 
six et sept a eu lieu pour se maintenir A une valeur constante d'environs 53.  il 
est egdement possible que des miao-organismes etrangers présents 
uniquement dans la m6lasse aient pris avantage du manque d'oxygene pour 
croître au d6triment de la levure. 
D'après l'examen des courbes de suivi de la figure 3.4, seule la présence de 
mélasse semble avoir une influence sur le pH du milieu, les milieux contenant 
de l'huile v6getale usée (#2 et #4) se comportant comme les milieux contenant 
de l'huile vegétale pure (#1 et #3). 
Jour de production 
Figure3.4 Évolution du pH lors de la production de sophorolipides en 
Erlenmeyer d'un Litre. Milieu#l=glucose+~6e+huile de canola pure. 
Miüeu#2=glucose+urée+huile de canola usée. Milie~#3~~lasse non raffinee 
+ huile de canola pure. MiüeuU4=mélasse non raffinée + huile de canola usée. 
Le suivi des tempkratures de production (fig. 3.5) est similaire à celui observe 
dans le milieu idéal précedent, quoique l'activite microbienne semble moins 
importante EOim fesdieux contenant deplapméliissë que d i  ceüx contenant 
du glucose pur. Cette hypothese est appuyée par les donnees de la figure 3.6 où 
la production de biomasse dans les differents milieux est illustrée. On 
remarque en effet que la masse ceudaire est moins importante 
contenant de la mêiasse. L'effet du manque d'oxygene dans 
clairement fait sentir sur la masse cellulaire (jour 7). 
relativement moins important dans les milieux contenant de la 
dans les milieux 
les milieux s'est 
Mais l'effet fut 
maasse (fig.3.6). 1 
Un autre &ment particulier est ii remarquer : alors que la biomasse des milieux 
contenant du glucose s'est remise à aoître jusqu'au niveau prkédent l'arrêt de 
Pagitation, la masse cellulaire des milieux contenant de la maasse eût un taux 
de croissance supérieur. Cette hausse concorde avec Ifaugmentation de pH 
observée la figure 3.4 a partir du jour huit de production. 
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holution de la température du d i e u  pour des productions en 
Erlenmeyer d'un litre. Les desaiptions des milieux #l, #2, #3 et 
#4 sont identiques a celles donnees à la figure 3.4. 
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Figure 3.6 Production de biomasse en Erlmeyer d'un litre. Les 
descriptions des milieux #1, #2, #3 et #4 sont identiques 
celles dom& il la figure 3.4. 
La consommation des substrats est illustree aux figures 3.7 et 3.8. Les hydrates 
de carbones presents dans la mélasse semblent moins accessibles que ceux du 
glucose pur (fig. 3.7) et la forme polym&isee des sucres presents dans la 
melasse pourrait en être I'expiication. En &et, le glucose fut beaucoup plus 
rapidement consommé (pente de la courbe plus prononcée) dans les milieux à 
base de glucose pur que dans les d i e u  base de melasse, ce qui expliquerait 
la masse cellulaire moins importante dans ces derniers (figure 3.6). 
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Figure39 Consommation de glucose lors de productions en 
erienmeryers d'un litre (mélasse convertie en équivalent- 
glucose). Les descriptions des milieux #1, # 2  #3 et #4 
sont identiques celles donn6es ti la figure 3.4. 
Jour de production 
Figure 3.8 Consommation d'huile vegetaie lors de productions en 
erlemeyers d'un litre. Les descriptions des d e u x  #1, #2, 
#3 et #4 sont identiques A celles données la figure 3.4. 
La variabilité des mesures d'huile végetale en début de production (jour O à jour 
3, figure 3.9) rend l'intqretation des résultats hasardeuse pour cette portion du 
graphiquecA partir dir jour-3, les meauxes furent-phs-stables et  en regard de 
d'une erreur expérimentale de 10% sur les mesures et de concentrations en 
biomasse similaires, l'huile fut consommée à un taux semblable dans tous les 
milieux. La nature de l'huile vegétale ne semble pas avoir d'effet sur sa 
consommation. Par contre, il faut rappeler que la masse cellulaire était plus 
importante dans les milieux sans melasse (#1 et #2) et que la consommation du 
substrat hydrophobe aurait dû y être supérieuxe dans ces milieux. Mais comme 
c'était l'influence au niveau de la production de sophorolipides qui fut le critère 
emaie, il fut condu que la substitution des substrats purs par des rejets 
industriels n'a pas inhibé les cinétiques. 
La comparaison des productions mesurées de sophorolipides dans les quatre 
milieux est présentée à la figure 3.9. Encore une fois, les milieux contenant de 
l'huile us& ceux contenant de Phuile pure se sont comportés de façon similaire. 
Ainsi, la clifference la plus marquée est dans les milieux où la melasse (#3 et #4 
vs #1 et #2) entre en jeu plut& que dans les milieux où l'huile vegetale (#1 et #3 
vs #2 et #4) intervient. Ceci pourrait etre relie à l'effet tampon de la mélasse, 
qui a permit de maintenir le pH des valeurs plus prks de l'optimum (3,5-4,0). 
Desphande et Daniels (1995) ont en effet montre que la productivite en terme de 
sophorolipides est meilleure (environs 20%) lorsque le pH est contr6M à 3,4 que 
lorsque le pH est non contrôle et descend à des valeurs de 2,B. 
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Figrire 3.9 Production de sophorofipides en Erlenmeyer d'un litre. 
Les descriptions des milieux #l, #2, #3 et #4 sont 
identiques A celles dom& a la figure 3.4. 
Toujours quant I la production de sophorolipides, la diff&ence entre les 
productions est plus marquée entre les jours 5 et 8, apres lequel il semble y 
avoir un plateau. Comme à partir du jour 8, la consommation de substrats était 
faible ou ndle (figures 3.7 et 3.8), il est normal de voir une faible production au- 
delà de ce jour. Enfin, les rendements par rapport aux substrats (huile + 
glucose) ont et6 de O,46g/ g, 0,43g/g, 0,63g/g et O,63g/ g pour les milieux #1, #2, 
#3 et #4, respectivement. 
Chromatographie en couche mince 
Afin de confirmer ta présence et l'identité des sophorolipides dans les 
ediantillons extraits, une partie de ceux-ci &tait conservée pour analyse 
chromatographique en couche mince. La figure 3.10a montre une photocopie 
d'une plaque chromatographique où les echantillons du jour 7 de production 
ont éte appliques. La figure 3.10b montre les r4sultats publies par Asmer et ses 
collaborateurs (1988). Aucun échantillon ne fut applique sur les bandes #1 et 
#2. La troisième bande de la figure 3.10a resulte d'un échantillon provenant 
d'une production sterile B partir de glucose, d'uree et d'huile de canola pure. La 
quatrième bande represente le même milieu de production, mais en milieu non 
stériiist! (m.ilieu#l). La cinquième bande revele les spots provenant d'un milieu 
où l'huile végétale fut remplacee par de l'huile usee (milieu#2). La sixihe 
bande révèle un spot d'huile de canola pure, qui provient d'un 6chantillon au 
jour O (témoin), et la septième montre que le glucose (polaire) n'est pas révdé 
sur la plaque (non polaire). Les deux dernikres bandes r&&lent les spots pour 
des échantillons provenant des milieux #3 (mélasse + huile pure) et #4 (melasse 
+ huile usée), respectivement. En comparant avec le témoin, on voit que les 
spots pour les échantillons identifient des produits syith&is& durant la 
production puisqurils n'apparaissent pas sur le thoin. Les spots d'huile 
vegétale (sorte de "MN écrase en haut de la bande) sont présents dans tous les 
échantillons, puisque ceux-ci provie~ent de la phase organique extraite où 
l'huile ne fut pas encore retirée (revoir le chapitre 2 pour la methodologie). Les 
bandes chromatographiques ont toutes révélé des spots similaires, ce qui laisse 
croire que les composes synthétisés dans tous les milieux le sont aussi. peu 
importe les substrats employés. La comparaison des spots de la plaque 
(fig.3.lOa) avec les d o ~ e e s  de la figure 3.10b a permis de conclure que les 
residus récupérés lors des extractions étaient bien de sophorolipides. En effet, 
les valeurs de Rt obtenues varient de 0,OS à 0,S. comparativement aux valeurs de 
0,04 A 0,8 reportées dans la littérature (Asmer et al., 1988 ; Davila et al., 1993 ; 
Desphande et Daniels, 1995). En raison de l'absence de standard lors de ces 
analyses et celles publiees, la diffetence entre les données obtenues et celles 
reportees ne peuvent pas etre considérées significativement differentes, 
d'autant plus que les bandes sont tres similaires a celles publiées. 
I 
Figure 3.10 Chromatographies en couche mince réalisees sur divers 
&hantillons de milieu de production extraits à I'acetate 
dt&hyle. a) Résultats des pbductions en erlenmeyers. b) 
Donnkes publib par Asmer et nl. (1988). 
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Conclusions des expériences en Erlenmeyex 
Aux termes de ces expériences, les conclusions furent les suivantes : 
1. La substitution de l'huile vegétale pure par de l'huile de canola provenant 
de l'industrie des croustilles n'a pas d'effet signuicatif sur la production des 
sophorolipides; 
2. La melasse non raffinee se substitue avantageusement au glucose comme 
source d'hydrates de carbones et la production de sophorolipides fut 
sensiblement plus éievee en présence de melasse qu'en presence de glucose 
pur. Quelques explications sont possibles : 
La m6Iasse peut contenir une source d'azote mieux assimilée par la 
levure que celle provenant de Ituree presente dans le milieu ideai. La 
concentration totale d'azote et ses sources sous formes différentes sont en 
effet des facteurs cles pour la production des sophorolipides (Zhou et 
Kosaric, 1995). 
La xnêlasse agit comme agent tampon, or la plage de pH la plus 
favorable à la croissance des levures et h la production de sophorolipides 
tourne autour de 3,5. Dans les milieux contenant de la mdasse, le pH fut 
effectivement maintenu près de cette valeur sans qu'il y ait de contrôle 
exerce, alors que dans les milieux sans mdasse, le pH est rapidement 
descendu a 2,5 et s'y est maintenu. 
3. Un manque d'oxygène dans le d e u  a dedenché une hausse bmsque de pH 
dans les d e u x  #3 et #4 (m&sse), entraînant l'atteinte d'un plateau dans la 
production de sophorolipides et confimmnt une inhibition par le produit, 
plus soluble à de tels pH. 
4. La mélasse et l'huile vegetale usée pourraient contenir des composes 
polyméris& plus difficiles a consommer pour les micro-organismes, ce qui 
expliquerait les taux de consommation plus faible 
La substitution du glucose et de l'huile vegetale pure par de la melasse non 
raffinee et de I'huile de canola usee n'a donc pas inhibé de façon importante la 
production de sophorolipides, non plus que la production en milieu non 
sterilise. Plus encore, la mélasse agit comme solution tampon et favorise le 
maintien d'un pH optimal de croissance et de production tout en constituant 
une source importante d'azote. Par conséquent, la production de 
sophorolipides en reacteur de 100 litres, dans un milieu non st6rilise à base de 
melasse non raffin4e et d'huile de canola usée fut engagée. 
La production des sophorolipides en reacteur de 100 litres visait à évaluer le 
potentiel de production A grande échelle à partir des rejets industriels et dans 
un milieu non stérilisé. Le milieu utilisé fut le même que le milieu #4 
prtkedent, soit le milieu base de mélasse non raffinée (0,52g glucose/g 
mélasse) et d'huile de canola usee. Le volume produit fut de 80 litres et les 
conditions de production telles que décrites au chapitre 2. La production à 
partir d'un inoculum frais (produit en conditions stériles) et a partir d'une 
production âgée (provenant d'une fin de production) furent évaluees. 
Un avantage toute fin pratique considerable du milieu de production est 
l'absence de formation de mousse lors de l'agitation et l'aération vigoureuses 
qui y sont appliquees. En effet, la presence d'huile vegétale dans le milieu 
ernpkhe la formation de mousse. A titre informatif, I'odeur de levure degagée 
par le milieu en production peut Otre desagrêable pour certains et nécessiter 
une aération particuliGre. 
3.2.1. PRODUC~~ON A PARTIR D'UN lNOCULUM FRAIS 
Le suivi d'une production en reacteur partir d'un inocuium frais est dom6 à la 
figure 3.11. L'erreur moyenne sur les mesures fut inférieure à IO%, et cette 
valeur est conservatrice par rapport aux resdtats obtenus (voir le protocole 
PX, en Annexe A, pour plus de détails). Néanmoins, les barres d'erreurs 
repr6sentent une erreur mawnale probable de 10% sur les mesures. La 
production en réacteur a partit d'un i n d u m  hais se compare avec les 
productions en Erlenmeyer du milieu #4, pour lesquelles les données sont 
rassembl&s à la figure 3.13. 
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Jour de production 
.+- Biomasse + Sophorolipides . . .* ... . Huile de canola - Glucose 
Figure 3.11 Suivi de la production en réacteur de 100 litres dans un 
milieu contenant 9,1% de glucose sous forme de mélasse 
non r;tffin&e et 9,5% d'huile de canola usee. 
Le pH fut stable tout au long de la production B 3,5, une valeur optimale. La 
température du milieu s'est maintenue entre 20°C et 2YC, ce qui est un peu 
inférieur aux températures en Erlmeyer mais demeure dans une plage 
favorable à la production et à la aoissance. Cette baisse est reliee à l'activité 
microbienne, qui fut ralentie, ainsi que le montrent les courbes de 
consommation de substrats (fig. 3.11). On remarque en effet que la mêiasse fut 
consommée relativement lentement et qu'une quantité apprkiable demeurait 
dans le milieu à partir du jour 7 de production, apres quoi un plateau fut atteint 
a une concentration d'environs 20g/l de glucose (-40g/l de mélasse). 
Lfhypoth&se des composés polymetis6s de la rn&.sse semble s'appliquer encore 
une fois. La meme situation s'applique à l'huile végétale usee, qui fut 
consommée a taux relativement constant, mais demeurait toujours en 
concentration de 40g/l au jour 10 de production. La valeur initiale mesuée 
d'huile vegetale (lllg/l) reflète les difficultés dit!!chantiUonnage en debut de 
production et l'erreur dans ce cas fut plus &levée que 10%. La production en 
reacteur fut moins élevée qu'en Erlenmeyer et  atteignit plus de 70g/l en 9 jours 
de production, pour un rendement par rapport aux substrats variant de 0,54g/ g 
(calculé au jour 10, avec une concentration initiale en huile vegétale de lllg/l) à 
0.61g/g (calulé au jour 10, avec une concentration initiale en huile vegétde de 
95g/l). 
Cette analyse des données de production est confirmée par une anaiyse en 
terme de cinetiques, c'est-à dire lorsque Ies taux de production et de 
consommation sont rapportés sur la biomasse presente dans le milieu (fig. 3.12). 
On remarque alors que la mélasse (qçi) sert principalement la production de 
biomasse (p) et qu'une période de consommation d'huile végétale (qS.2) est 
suivie dairement d'une exmetion de sophorolipides (qP). 
Figure 3;12 Cinetiques de production en &acteur (80 1). p=(l/x)dx/ dt , 
production de biomasse ; qSi =(1 / x)dçi / dt, consommation de 
mélasse ; qç2 =(l/ x)dçl/ dt, consommation d'huile végetale 
usée ; qP=(l/ x)dP/ dt, production de sophorolipides. 
Maintenant, en comparant les données en Erlenmeyer et en reacteur initi6es 
avec we culture pure (figure-3.13, on remarque la similaÏiti des pfodu&o& 
La mise A l'êcheile des Bacons Erlenmeyer au teacteur fut par conséquent 
positive, quoique la production y ait ete un peu moindre (enviions 10g/l). 
Cette baisse est vraisemblablement reMe aux substrats qui semblent moins 
facilement consommés par les micrwrganismes, en particulier l'huile vegétale 
usee. Cette difficulte pourrait être contournée en laissant simplement dêcanter 




a0 : --. **
B . . .A-, - fi'oduction en 
60 4 erlenmyer 
P 




3 20;  
O & P A -  
O 2 4 6 8 10 12 14 
40 - 
301 -X.- X - -  . . . x- (,, , Roduction en - - - * . -x  
y n erlenmyer 
.- Raduction en 
rdacteur 
O 2 4 6 10 12 14 





5 ,  b w - - m - - - -  --..,- . -. , . ,Roduction en * 
fp 4< . .., b erlenmyer 
--*-a 
* .- -  - production en 3 - reacîeur 
2 
O 2 4 6 8 10 12 14 
Jour da production 
Figure 3.13 Comparaison des productions en Erlenmeyer et en réacteur. 
Le taux de consommation de mélasse en réacteur fut siniilaire au taux de 
consommation en Erlenmeyer, mais tous les deux furent inférieurs au taux de 
consommation de glucose pur en Erlenmeyer. Deux facteurs peuvent expliquer 
ces taux plus faibles. D'abord, la forme polym&i&e du glucose dans la maasse 
qui serait plus difficilement assiMlee par les micro-organismes ; la préparation 
d'un inoculum stérile formule avec de la melasse plut& que du glucose pur 
permettrait d'acclimater les micro-organismes à ce substrat et d'en accélérer la 
consommation. Ensuite, la melasse est très visqueuse et comme elle ne contient 
qu'environs 5GX de glucose, le milieu de production avant hodat ion  contient 
environs 200g/l de melasse. À cela s'ajoutent les 105g/l d'huile végetale qui 
contribuent il former avec la melasse une solution de départ relativement dense 
; il serait peut-être avantageux de complkter le milieu initial avec de l'eau tiède 
(30°C) plut& que de l'eau A temperature ambiante (21°C), ce qui diminuerait la 
viscosité initiale du milieu tout en favorisant la dissolution de la mélasse et 
l'activité microbienne. Mais dans ce cas, il faudrait @tre certain d'inoculer 
immédiatement le milieu avec la culture de Candich bombicola avant que d'autres 
organismes opportunistes ne s'y d6veioppent. L'initiation de la production à 
30°C pourrait peut-être permettre le maintien de cette température par le biais 
de l'activité microbienne, tout en permettant de rendre plus accessibles les 
particules polymérisees d'huile vQpaie usee qui fondent à température plus 
devée. 
Par conséquent, il faudrait vêrifier I'impact des modifications ci-dessus, qui sont 
relativement simples d'application, avant de réduire les concenbations initiales 
de substrats (mélasse et huile) en raison des cinétiques observées en réacteur 
(i.e. concentrations finales en substrats élevêes). 
La substitution de l'urée dans le milieu "idéal" de départ par l'azote provenant 
de la mélasse a permis d'obtenir de bons rendements en sophorolipides @lus de 
70g/l) et rend ce rejet doublement intéressant. De plus, son pouvoir tampon a 
permit de maintenir le pH à des valeurs moins acides et plus pres du pH 
optimal. De plus, il est possible que la mélasse contienne les vitamines 
nécessaires, normalement apportées par l'extrait de levure, et permettrait 
d'éliminer ce demier dans la formulation du milieu. Et si la mélasse ne permet 
de remplacer l'extrait de levure, un compose coûteux, il est possible de le 
remplacer par de la liqueur de fermentation de maïs (corn steep liquor) 
(Desphande et Daniels, 1995). Il s'agit d'un rejet liquide peu cottteux contenant 
des protéines produit lors de la fabrication de l'amidon à partir du maïs. 
Conservation du bouillon de production 
Le contenu brut du reacteur fut entreposé 4OC à l'obscurite durant 2 mois dans 
un contenant hermetiquernent fermé. Aprés cette période, trois êchantilions 
furent préleves et analysés pour leur contenu en sophorolipides, en biomasse, 
en huile vegetale et en glucose. Les r6sultats d'extractions sont affiches au 
tableau 3.4. En tenant compte d'une erreur sur les mesures de IO%, on peut 
conclure que l'entreposage n'a pas d'effet majeur sur les caract&istiques 
constitutives du bouillon. 













Chromatographie en couche mince 
Des chromatographies en couche mince ont été réalisées sur des échantillons 
provenant des jours O (témoin), 3, 7, 10 et du jour 10 apres deux mois 
d'entreposage. Ces analyses visaient à confirmer la présence des sophorolipides 
ainsi qu'à detecter une évolution dans le mélange des sophorolipides en cours 
de production. Les échantillons appliques provenaient de la phase organique 
résultant de l'extraction a l'acetate d'ethyle, précedant l'évaporation et le lavage 
a l'hexane pour retirer l'huile végétale résiduelle. Un échantillon de 
sophorolipides purifi& resuspendus d m  I'acetate d'kthyle fut aussi appliqué. 
La figure 3.14 montre les chromatogrammes de ces échantillons. Le spot laisse 
par l'huile végetaie est visible sur toutes les bandes, sur la ligne de front. Ces 
spots sont en effet identiques à celui rév& sur la bande #1, qui représente un 
échantillon d'huile végetale usee diluée dans l'acétate d'ethy le (log/ 1). La 
bande #2 reprksente le chromatogramme d'un échantillon pris au jour O avant 
inoculation (ternoin). Les bandes #3, #4 et #5 representent les 
chromatogrammes d'échantillons préleves aux jours 3, 7 et 10 de production, 
respectivement. Afin de voir si l'entreposage de la solution de biosurfactants 
avait un effet sur la composition du melange de sophorolipides, un ediantillon 
du jour 10 de production après deux mois d'entreposage 4OC fut appliqué 
(bande #6). Pour verifier la qualit& des purifications (particuiii?rement le lavage 
a I'hexane destiné a retirer l'huile vbgetale résiduelle) lors des analyses, le même 
échantillon purifie fut resuspendu dans l'acétate d'éthyle (5g/l) et applique 
(bande #7). 
Figure 3.14 Chromatographies en couche mince dkhantillons provenant 
d'une production en reacteur i t  partir d'un inoculum frais. 
L'identification des bandes est décrite dans le texte. 
On voit que les bandes #1 et #2 ont révélé le même spot, soit celui de l'huile 
végetale, le seul &ment non polaire dans le milieu de production initial (bande 
#2). Ce spot est retrouvé dans toutes les bandes, en proportion relativement 
importante (grosseur du spot) et confimie que l'huile vegetale fut prksente dans 
le milieu tout au long de la production. La bande #7 montre également le spot 
d'huile vegetale, quoique que sa grosseur est beaucoup plus reduite par rapport 
aux autres &hantillons, ce qui s i g - e  que I'etape de lavage a I'hexane durant 
les extractions n'a pas retire compléternent l'huile vegetale du maange de 
sophorolipides. 
L'examen des khantillons provenant du bouillon de production a differents 
jours p m e t  d'affirmer qu'il n'y a pas de variation signihcative de la 
composition du mélange de sophorolipides au cours d'une meme production, 
ce qui concorde avec les résultats publiés dans la litterature (Cooper et 
Paddock, 1984 ; Klekner et al., 1991). Les valeurs de RE caicukes pour la bande 
#4 (êchantillon applique au centre horizontal de la plaque) varient de 0,06 à 0,7 
(le spot le plus gros sur chaque bande et qui est associé A la forme SL-1, lactone), 
ce qui se compare aux valeurs de Rr reportées pour les sophorolipides (0,04 à 
OB) -
L'apparence de migration vers le haut des échantillons appliqués de par et 
d'autre du centre de la plaque (bandes #1, #2, #3, #5, #6 et #7) est reliee un 
effet de bord plutôt qu'a un changement de composition du mélange. Ceci fut 
vérifie en appliquant le même échantillon A des endroits différents sur la plaque 
: la même &partition en "V" écrasé des spots d'une bande a Pautre fut observée. 
Tension de surface et concentration micellaire aitique 
Les sophorolipides analys& provenaient de la solution entreposee durant deux 
mois, produite en réacteur h partir de melasse et d'huile végétale usée. Après 
extraction, sêchage et broyage, les sophorolipides se présentaient sous forme de 
poudre un peu collante d'odeur sucrée, de couleur blanchâtre. Une solution 
aqueuse A 380mg/l de ces sophorolipides fut preparée. La tension de surface de 
cette solution trouble fut mesuree pour diverses concentrations (figure 3.15). La 
tension de surface du melange fut mesuree à 42,2 dyneslan pour une tension 
de surface de l'eau distillee de 77,8 dynes/cm. Les donnees publiées dans la 
littérature rapportent une tension de surface de 30 dynes/an (Cooper et 
Paddock, 1984) h 33 dynes/cm (Zhou et Kosaric, 1995) pour les sophorolipides 
pour une tension de surface de l'eau distillee de 72 dyneslcm. La concentration 
micellaire critique fut 
sophorolipides, ce qui 
rapportée par Homme1 
mesurée au voisinage de 25 mg/l (figure 3.15) en 
est moins el& que les valeurs de 60mg/l et 82mgll 
(1990) et Cooper et Paddock (1984), respectivement. 
CMC : 10149 mg# 
Figure3.15 Concentration micellaire mtique du mélange de 
sophorolipides purifi& produits par Candida bontbicola ii partir 
de rnéhsse et d'huiIe de canola us& dans un milieu non 
steiIisé. 
La production de sophorolipides en reacteur à partir d'inoculums âgés (Le. 
production précédente) fut 6ivaluée afin de mesurer le potentiel de productions 
consécutives sans recourir à la preparation d'un i n d m  frais en milieu 
stQilis& Les conditions et le milieu f w n t  les mêmes que p o u  les productions 
à partir d'inoculum frais. La production partir d'un inoculum (lO%v/v) 
provenant d'un milieu de production âgé de 10 jours est illustrée à la figure 
3.16. 
Jour de production -- Biomasse - Sophordipides , . .. , .Huile de canota 
Figure 3.16 Production en réacteur de 100 litres d. partir d'un i n d u m  âge 
de 10 jours et d'un milieu contenant 9,1% de glucose sous 
forme de mélasse non raffinée et 9,SX d'huile de canola usée. 
On voit que la production ne fut pas favorisee, la concentration en 
sophorolipides dans le milieu s'etant maintenue a une valeur de 10g/l, soit à 
peu près la concentration amenée par l'inoculurn âge. Celui4 avait en effet une 
concentration de 74g/l de sophorolipides dont 8 litres furent répartis dans 80 
litres de milieu totaux. L'absence de production de sophorolipides concorde 
avec l'absence de consorrunation de l'huile vegetale qui est habituellement reliee 
à la synthese des sophorolipides. Environs 10g/l de masse cellulaire ont 
cependant éte produits durant les 6 jours de productions. Mais les valeurs de 
pH qui se sont maintenues au-delà du pH initial de 4,O indiquent un 
comportement diffQent de celui escompte pour Gmdida bombicola, qui aurait dû 
faire descendre le pH ii au moins 3,s. 
Maintien d'une culture Candida bombicola en production 
Des décomptes microbiens réalis& A differents temps sur les milieux de 
productions fournissent Ifexplication de l'absence de production a partir d'un 
inoculum dg4 de 10 jours. Des décomptes sur milieux selectifs pour levures et 
heteiotrophes totaux ont et& rédises sur des echantillons provenant du milieu 
frais avant inoculation (jour O), du milieu après 10 jours de production (jour 10) 
qui seMt d'in0Culu.m à la production suivante, puis au sixiéme jour de la 
production à partir de l'inoculum âgé de 10 jours (jour 6') (tableau 3.5). Les 
domees pour le jour initiai de la production A partir du milieu age (jour 0') ont 
été c d d & e s  avec les d o ~ e e s  du jour 10 de la production précédente et de la 
contamination initiale du miiieu (jour O). 
Les données fournies au tableau 3.5 montrent clairement la croissance de la 
levure h d i &  bornbicoln durant la production à partir d'un inoculum frais 
(croissance de 9 log). Cependant, les décomptes effectués sur le milieu initial 
(non inocui6) ont aussi revéle la présence d'une autre levure (Autre hure  I )  
dans le milieu de production. Par ailleurs, cette deuxième levure eût aussi une 
croissance signihcative (6 log) durant la production ih partir d'un inoculum frais, 
tandis qu'un troisieme micro-organisme (Autre levure II) fut observe en fin de 
production (jour 10). Aucune bacterie ne fut observée sur ces décomptes, tandis 
que tous les autres organismes sauf le demier (Aube levure II) croissaient 
indifftsremment du milieu nutritif sur lequel ils etaient étalés. Bien que Gmdidn 
bombicola ait conserve sa supeiorité num&ique durant la production à partir 
d'un inocdum frais, les autres micro-organismes ont crût relativement 
rapidement en parallele et ne semblaient pas gênés ou inhibés par le milieu. 
Tableau 3.5 Decomptes microbiens (Unités Formant des Colonies/ mi 
I 1 Microorganisme obrsrv6 
&chantillon 
1 Jour 10 1 1,4 exp9 ND 5,6 exp8 2,2 exp8 
Candida bom bicola Bacténénes Autre levure I Autre levure II 
Jour O 
1 
ND ND 9 exp2 ND 
Il devint évident lors des décomptes que les mia~rganismes opportunistes 
aoissaient plus rapidement que Cmtdida bombicola. En effet, les autres miao- 
Jour O' 
Jour 6' 
organismes prenaient deux jours pour croître sur les @oses alors que Candiùiz 
1,4 exp8 ND 5,6 exp7 2,2 exp7 
1 exp8 ND 2 exp9 &p9 
bombicola en prenait normalement 3. Au niveau d'une production en milieu 
ND : non détecté. 
Iiquide, cela sipifiait que ces autres micro-organismes consommaient les 
substrats et se multipliaient avant Candidu bombicola, malgré un inoculum de 
depart fort (10% v/v). Cette hypothèse se confirma avec l'expérience partir 
d'un Uiodum Bge, où Candida bombicola n'a pas crû (et où il n'y a donc pas eu 
de produdion de sophorolipides) alors que la masse cellulaire des autres micro- 
organismes (des levures) a augmente (tableau 3.4). Ces deux derniers ont eût 
une croissance de 2 log chacun, ce qui concorde avec la courbe de croissance de 
biomasse de la figue 3.14 qui est moderee. 
D'aprés ces résultats, des productions successives de sophorolipides à partir 
d'un inocdum âge ne sont pas applicables en milieu non st&ihé. Des 
enrichissements en milieux liquides stériles suivi d'etaiement sur geloses ont 
perrnis d'identifier la source de contamination. L'huile vegetale usée, la melasse 
non raffinee et l'extrait de levure ont eté étudiés pour leur contenu microbien. 
Les enrichissements (1% p/v) vwient a augmenter la masse microbienne 
présente dans chaque substrat pour que celle-ci soit observable par étaiement 
sur géloses. Après incubation de 2 jours à 30°C en milieu liquide, les milieux 
contenant de la mélasse et de l'huile végétale usée montraient des signes de 
croissance microbienne (milieu trouble). Suite aux etdements sur géloses, seuls 
les milieux contenant de la mélasse (duplica) ont montré une croissance 
microbienne importante. Les autres n'ont donne lieu à aucune croissance. 
Enfin, ces micro-organismes observés au microscope (conbaste de phase, 400X) 
se sont montres similaires aux micro-organismes opportunistes détectés lors des 
décomptes sur les d e u x  de production. Il fut donc conclu que la 
contamination du milieu par d'autres lemes prenait son origine dans la 
mêlasse utilide comme substrat. 
3.3. CONCL~SIONS SUR LA PRODUCTION DE SOPHOROLIPIDES 
Les expériences menées sur la production de sophorolipides par la levure 
Cmndida bombicola ATCC 22214 ont perrnis de démontrer la faisabilité d'un 
procede opérant sous conditions non stériles. La synthese des biosurfactants est 
non associée à la croissance de la biomasse et suit un processus enzymatique en 
presence d'huile vegetale. Les resultats ont montré que le mélange de 
biosurfactants produits etait de m h e  qualit6 et de même caractkristique que 
ceux produits en rnilieu st&ile. Au surplus, le remplacement du glucose pur 
par de la mdasse non raffinee et de I'huile vegetaie pure par de l'huüe de canola 
ayant servi la friture de croustilles est avantageux pour une production à 
partir d'un inoculum pur. En contrepartie, la préparation d'un inoculum pur 
est necessaire dans ces conditions avant chaque production en raison des micro- 
organismes présents dans ces rejets qui prennent avantage du milieu de 
production. 
Avec de la mélasse non raffinee et de I'huile de canola usee, la production de 
plus de 70g/l de sophorolipides fut obtenue en réacteur contenant 80 litres de 
milieu non stériiis6 avant inocdation. Ces sophorolipides permettent d'abaisser 
la tension de surface de l'eau de 77,s dynes/an à 42,2 dynes/cm. La 
concentration miceIlaire critique fut evaluee au voisinage de 25 mg/l. La 
presence d'huile vegetaie dans le milieu empêche la formation de mousse dans 
le réacteur, un problhe hhquent durant les fermentations biologiques et les 
productions de surfactants. Enfin, l'entreposage durant deux mois de la 
solution brute de production à 4°C n'a pas affecté significativement les 
propriêtés du mélange de sophorolipides. 
Suivant ces rkultats, les principaux obstades à la production à grande échelle 
des bioswfactants (definis par Healy et ses collaborateurs, 1996 et rapportés A la 
section 1.3.2.6 du présent document) ont &te surmontes, seule la caractérisation 
précise du produit n'ayant pas &te accomplie. Cette dernière n'est cependant 
pas essentielle à des fins d'utilisation comme solution pour le lavage de sol. 
CHAPITRE 4 
LAVAGES DE SOL CONTAMINÉ AUX HYDROCARBURES SEMI- ET 
NON-VOLATTLS 
-RÉSULTATS ET DISCUSSION- 
Le5 biosulfnctnnts produits sous les conditions présentées nu duipitre 3 possèdent les 
mêmes proprietés que ceux produits en miliez1 stérile ci partir de substrnts purs. h h i s  
l'efficacité de ces bioszirfnctants, un  mélange de sophorolipides, ne Jîit pas dérnontree et 
rarement étudiée pour le lavage de sols contnminés. Le présent clmpihe se pendie srir Ie 
potentiel des sophorolipides, normalement destinés ii l'industrie cosmétique, (i désorber 
ou mobiliser les contnminnnts Iiydroplzobes d' un sol. Les essnis se sont concen fres sur 
l'hbileté des solrlfions bnites de production de sophorolipides R lnzper les sols 
contnminés mm hydrocnrbures semi- et non-whtils regroupés sorts les CIO-GU. 
4.1. LAVAGES DE SOL AVEC LES SOPHOROLIPIDES 
Le potentiel des sophorolipides pour le lavage d'un sol contaminé selon des 
mécanismes de désorption, solubilisation ou mobilisation des contaminants fut 
rarement évalué, Ies études à leur sujet portant surtout sur leur mode de 
production et leur synthèse. Les essais réalisés dans la présente recherche 
visaient à évaluer globalement ce potentiel. Les résultats obtenus doivent par 
conséquent être considérés comme sommaires pour la poursuite de cette piste, 
puisque les mécanismes par lesquels les sophorolipides agissaient n'ont pas été 
étudiés. L'évaluation de l'efficacité des lavages passait par l'analvse en 
contaminanis dans le sol après lavage par rapport à sa contamination initiale. 
4. f .  1. ESSAIS PREUMINAIRES : SOLUTION DE SOPHOROLIPIDES PRODUITE EN 
MILIEU IDEAL ST~RILE 
Les résultats des essais préliminaires (étape 3 du plan de travail) sont présentes 
au tabieau 4.1. En comparaison avec des lavages au Witconol SN-70, les 
solutions brutes de production de sophorolipides ont monhé une efficacité 
comparable à laver les sols contaminés et c'est à partir de ces résultats que la 
recherche fut poursuivie avec Cnniiih bornbzcola ATCC 22?14. 
Witconoi SN-70 (surfactant 
synthétique) 
Tableau 4.1 Essais préliminaires de lavage sur un sable grossier. 
2 100 2 2% mg/ kg sec 
Su @actant 
Solution brute de production 
de sophorolipides 
Concettîratiorr en ClpCa dans le 
soi après lavage 




4.1.2. S O P H O R O L ~ E S  PRODWTS EN RÉACTEUR 
La composition des solutions bmtes de sophorolipides employées pour les 
lavages est fournie au tableau 4.2 et reprends les domees présentées à la section 
3.2 du chapitre précédent. 
Tableau 4.2 Composition de la solution bmte de sophorolipides. 
Composé Concentratiorr (@) 
Sophoroiipides 70 + 7 
Biomasse 19 I 2 
Huile de canola usée 45 + 5 
Glucose (0,52g glucose/ g mélasse) 20 ?r 2 
Le chauffage du milieu de lavage, composé de la solution de lavage et du sol 
contaminé, entraînait la formation d'un complexe relativement compact. La 
formation de cet amalgame de volume supérieur au volume de sol initial peut 
Gtre attribuée a la présence de melasse et d'huile végétale dans la solution de 
lavage. 
Les solutions de lavages se composaient de solution brute et d'eau courante. Le 
tableau 4.3 donne la composition en sophorolipides pour diverses dilutions de 
la solution bmte employée comme solution de lavage. En raison de la réaction 
particulière du milieu, les lavages à 50°C h e n t  inopérant (figure 4.1). Les 
données en abscisse de la figure 4.1 représentent la concentration de 
sophorolipides dans la solution de lavage. Les deux premières colonnes de la 
figure représentent les résultats de lavage à I'eau pure et au Witconol SN-70. 
Tableau 4.3 Concentrations en so~horohides dans les solutions de lavage. 
H20 Witco 10 gll SL 30 g/ISL 50 g/lSL 70 g/l SL 
O, 5% 
Solution de latage 
Dilution 
(ml solution brute/ ml total) 
Concentration en 
sophorolipides (g/ 1) 
Figure 4.1 Lavages a 50°C d'un sol contaminé à 13 4OOmg/ kg. 
Parmi ces essais 50°C, le lavage à l'eau ne fut pas efficace et le sol lave montra 
une contamination similaire à la contamination du sol initial (fig.4.l). En 
contrepartie, le Witconol SN-70 permit d'abaisser la contamination de 85%, 
pour une concentration résidude de 2010 mg/kg en CIO-& dans le sol sec. 
Enfin, en raison de la particularité de la matrice sol/solution de biosurfactants, 
les résultats de lavage a 50°C avec cette solution ne furent pas concluants mais 
ils ont permis de détecter la problématique liée la présence d'huile végétale 









Il fut en effet clair, à partir 
analyses, que l'huile végétale 
la matrice épaissie causait 
des observations en cours des lavages et de ces 
restée fixée dans le sol à la suite de la formation de 
une interférence dans les analyses. Ainsi, les 
composés de l'huile de canola ont pu être anaiysés en terme de CIO-C~O (tableau 
4.4), signihant que la methode d'analyse n'était pas assez spécifique. Certains 
auteurs (Bhandari et nl., 1994) ont relevé la question de la spécificité dans la 
méthode 9071 de I'US.EPA, qui détectait des composés autres que des 
hydrocarbures et donnait par conséquent des valeurs erronées trop élevées de 
concentrations en hydrocarbures pétroliers totaux (T'PH). Dans leurs 
recherches, ils ont modifié la méthode d'analyse pour qu'elle soit plus 
spécifique. 
Tableau 4.4 Détection des comvosés non ~olaires de l'huile de canola. 
L I 
Plage d'hydrocarbures Huile de canola pure Huile de canola usée 
200% 
Dans la méthode d'analyse employée pour l'analyse des contaminants (dosage 
des hydrocarbures pétroliers, annexe A), il aurait fallu faire passer les 
échantillons extraits à I'hexane dans une colonne de silice plutôt que d'ajouter 
de la silice dans l'extrait, ce qui aurait permit de séparer I'huile végétale, plus 
polaire que les produits pétroliers, des contaminants réels. Ces constatations 
quant a la confusion des hydrocarbures pétroliers et de l'huile végétale dans les 
analyses permit de pondérer les résultats subséquents. En effet, la 
méthodologie employée pour le retrait des solutions de lavage ne permettait 
pas de retirer toute l'huile végétale visible du sol lavé sans entraîner avec elle 
une portion signihcative de celui-ci, suggérant la présence d'huile sous forme 
libre dans les échantillons. N'ayant pas prévu sa détection de pair avec les 
hydrocarbures pétroliers, ce facteur ne fut pas corrigé avant la fin d'une 
première série d'essais. En conséquence, les essais qui suivirent furent réalisés 
de façon identique afin de pouvoir les comparer. C'est pourquoi, pour les 
résul tnts présen tés dnns ce chapitre, les concentrntions finales en Cl~Cjo  doizyen t être 
considérées comme des concentrntions en composés de polnrités siniilnires ; en raison de 
In présence d'lzuile z~égétnle dnns les solutions ayant semi nu lmrrge dii sol, ces 
concentrations ne peuvent être attribuées uniquement à ln présence d'liydrocnrbiires 
pétroliers. 
Les concentrations mesurées en Clo-Cjo représenteraient donc au maximum une 
concentration en hydrocarbures pétroliers, mais fort probablement une 
concentration en hydrocarbures pétroliers adsorbés combinée à une 
concentration en huile végétale libre, un résidu de lavage. En prenant pour 
exemple une solution de lavage composée à 30g/l de sophorolipides et 18glI 
d'huile végétale usée (soit une solution de lavage composée de 40% v/v de 
solution brute), il est possible d'estimer pour 22g de sol lavé (15% p/v de sol) la 
concentration en CIO-CX apportée par l'huile végétale. Comme l'huile usée 
contient 53 100~g/rnl de CIO-CW, pres de 18 500 (mg Ct&jo))/(kg de sol sec) 
sont mis en contact avec le sol durant les lavages. Ainsi, il suffit que 0,6d 
d'huile vegétale soient présents dans l'echantillon de sol lavé p o u  y mesurer 
une concentration de 1500 mg/ kg en Cie-GO. 
Enfin, les sophorolipides pourraient également être responsables de 
I'interférence avec la méthode d'analyse des contaminants. En effet, 
I'interférence des surfactants avec les analyses d'hvdrocarbures pétroliers fut 
relevée par Selvakumar et ses collaborateurs (1995). Les biosurfactanh se 
caractérisent par des polarités peu élevées, ainsi que l'ont révélé les analyses 
chromatographiques en couche mince discutées au chapitre précédent. Il est 
donc probable que des biosurfactants résiduels dans le sol lavé, notamment les 
sophorolipides peu solubles qui se déposent visiblement durant la décantation 
de la solution de lavage, interfèrent avec les analyses de contaminants pour 
donner des mesures plus élevées que les valeurs réelles. Cependant, les 
sophorolipides sont insolubles dans l'hexane. Comme les sols furent extraits 
avec ce solvant pour en retirer les contaminants, il n'y a probablement pas ou 
peu d'interférences causées par les sophorolipides pour l'analyse des Ciû-GO. 
4.1.2.2 Lavages à 21 O C  
À l'inverse des essais à 50°C, aucune réaction physique du milieu ne fut 
observée au cours des lavages. II semble donc que ce soit une réaction initiée 
par la chaleur qui a eu lieu lors des lavages à 50°C. 
Après décantation du sol dans la soIution de lavage, trois phases étaient en 
présence, soit une phase solide (sol), une phase aqueuse limpide et une phase 
organique légère. Cette dernière était, après lavage, teintée noire et opaque. 
Par conséquent, le lavage de sol et la décantation de la solution de 
biosurfactants briserent l'émulsion initiale fomee par les sophorolipides et 
l'huile végétale du milieu de production (solution homogène de coloration 
brune). De plus, une couche de sophorolipides non solubles se déposait sur le 
soi (dépôt beige) en cours de décantation. Les résultats pour ces lavages sont 
présentés à la figure 4.2. 
Une hausse de température n'a pas affecté I'efficacité du Witconol SN-70 et 
celle-ci fut similaire pour les lavages à température ambiante et les lavages à 
50°C (fig.4.2). Puisqu'un lavage à l'eau à 50°C n'avait pas permis de retirer les 
contaminants du sol, le même essai à 2I0C ne fut pas réalisé. 
Solution de Iawage 
Figure 4.2 Lavages à 21°C d'un sol contamine (13 400 mg/ kg) 
Les solutions de biosurfactants furent efficaces pour des concentrations en 
sophorolipides supérieures ou égale à 30g/l. Au-delà de cette concentration, 
l'enkvement ne fut pas amélioré. La forte différence entre les lavages a 10g/l et 
30g/l de sophorolipides est peut être reliée à la solubilisation des contaminants 
par l'action des micelles. Même si ces concentrations en sophorolipides se 
situent bien au-dessus le la concentration micellaire critique (CMC) de 25 mg/l 
(0,08g/l), il est possible que la présence d'huile végétale dans le milieu en 
augmente la valeur effective parce qu'elle occuperait elle-même les micelles, ce 
qui repousserait la valeur de la CMC. 
De façon globale, les solutions sont opérantes sous forme diluée et non purifiées 
et semblent retirer légèrement plus de contaminants que le surfactant 
synthétique (Witconol) pour les concentrations évaluées. Enfi, la figure 4.2 
montre que les concentrations en CIO-Cjo dans le sol lavé avec des solutions 
comportant au moins 30g/l de sophorolipides furent inférieures au critère C 
(3500mg/kg) du Ministère de l'environnement et de la faune. Mais comme 
indiqué précédemment, si une partie de ces concentrations est attribuable à de 
l'huile végétale (biodégradable), la concentration finale en contaminants 
pétroliers dans ce sol pourrait s'approcher de la limite inférieure du critère B 
(700mg/kg) 
4.2. INFLUENCE DE L'HUILE VÉGÉTALE SUR LES LAVAGES 
Bien que la présence d'huile végétale ait interféré dans les résultats d'analyse, la 
similarité entre les polarités des composés de l'huile végétale et les 
hydrocarbures pétroliers a révélé un aspect peu étudié de I'huile. Ainsi, s'il est 
peu probable qu'elle s'adsorbe sur le sol au cours des lavages (en raison de la 
disponibilité des sites d'adsorption), il est possible que celle-ci agisse comme 
agent d'extraction pour les hydrocarbures pétroliers et puisse à elle seule 
favoriser le transfert des contaminants pétroliers de la phase solide à la phase 
aqueuse. 
Les analyses de CIO-Cjo de l'huile de canola laissent présumer de la miscibilité 
de cette dernière avec toute la plage d'hvdrocarbures pétroliers. En fait, cette 
miscibilité ne serait pas étonnante puisque l'huile végetale est couramment 
extraite par des solvants à base d'hydrocarbures, comme I'hexane employé pour 
l'extraction de l'huile de soja, deux composés complètement miscibles (Treybal, 
1980). L'originalité demeure toutefois dans l'application inverse de cette 
propriété, où l'huile agirait comme solvant lourd. Afin d'étudier cette 
perspective, des essais de lavages supplémentaires furent ajoutés aux séries 
initiales. Dans la poursuite des objectifs de la recherche, l'huile de canola usée 
(provenant de l'industrie des croustilies) fut préférée à l'huile de canola pure 
pour la réalisation de ces essais. 
Aucune pubkation sur une telle utilisation de l'huile végétale ne fut recensée, 
mais une équipe de chercheurs (Université technique dtHamburg-Harburg 
0, Allemagne1) en mentionne la possibilité. Selon les informations 
disponibles, ils ont évalué l'utilisation de l'huile végétale pour l'extraction des 
composés aromatiques polycycIiques (HAP) d'un sol (Fisher, 1995)'. Ces 
domees n'ont pas été publiées mais les chercheurs énoncent encore I'utilisation 
de l'huile végétale dans leurs travaux avec les HAP. 
Les résultats obtenus pour la série d'essais ne comportant pour seul agent de 
lavage que de l'huile végétale usée confirment I'hvpothése avancée quant à son 
rôle de solvant lourd. La figure 4.3 montre en effet urie efficacité certaine de ce 
produit biodégradable et peu coûteux pour le lavage des sols contamines. 
Concentration en huile *étale usée 
dans la solution de Iawge (g/l) 
Figure 4.3 Lavages de sol avec de l'huile de 
canoia usée. 
Pour une concentration de 120g/l d'huile végétale dans la solution de lavage, 
près de 88% des Ci&-O furent retirés, pour une concentration dans le sol lavé 
de 1 670mg/kg sec, sous le critère C de restauration. Il n'y eut pas d'effet 
significatif sur le lavage d'une baisse de la température de 50°C à 21°C (figure 
4.3). Ce résultat confirme celui obtenu pour le Witconol et indique qu'une 
température de 50°C n'influence pas sigmhcativernent la solubilité des 
contarninants et les constantes d'équilibres (désorption). 
La courbe de la figure 4.3 s'approche asvmptotiquement de l'axe des x et 
suggère qu'un enlèvement complet des contarninants serait difficile a atteindre, 
sinon impraticable, simplement en augmentant la concentration en huile 
végétale. Le plateau atteint pour des solution à plus de 100g/I en huile végétale 
pourrait être relié aux constantes d'équilibre (limitation thermodvnamique), 
mais les expériences réalisées en mode cuvée ne permettent pas de le confirmer. 
Par contre, la résistance au transfert a ces concentrations est vraisemblablement 
due aux pores du sol (limitation cinétique), et ce facteur est fonction du soiide, 
non du solvant ou de sa concentration (Treybal, 1980). L'analyse fractionnée 
des CipCjo dans les échantillons de sol lavé appuie cet énoncé (fig. 4.4). 
noter en effet que les concentrations ont diminué pour toutes les 
d'hydrocarbures, signhant que l'huile agit sur toutes les fractions et 
contamination résiduelle n'est pas due à une incompatibilité du solvant. 





Concentration en huile 
végétale dans la solution de 
lavage (gll) 
Figure 4.4 Enievement par fraction d'hydrocarbures, 
en fonction de la concentration d'huile 
végétale dans la solution de lavage. 
La forme de la courbe reliant les points de la figure 4.3 suggère qu'une relation 
mathématique reliant l'enlèvement des contaminants et la concentration en 
huile végétale de la solution de lavage (fig.4.5a) puisse être élaborée. Une 
relation logarithmique pourrait permettre d'évaluer le potentiel d'une solution 
de lavage à base d'huile végétale (fig. 4.5b). En raison des expériences réalisées, 
la formulation d'une équation à cette étape serait prématurée. Néanmoins, les 
données indiquent une nette tendance et le potentiel de l'huile végétale comme 
agent d'extraction et I'equation 4.1 permettrait de l'estimer. 
ln(q) = 0,360 x ln(C) + 2,832 (éq. 4.1) 
q = enlèvement des CIO-CS0 dans le sol (%) 
C = concentration en huile végétale usée dans la solution de lavage (g/ 1). 
O 20 40 60 80 100 120 140 250 
2.50 3,OO 3.50 4,OO 
Concentration (C) en huile végétale usée 
dans h solution de lavage (g/i) In C 
Figure 4.5 Enlèvement des C~o-Cjo par des solutions à base d'huile 
de canola usee. 
Ces résultats par rapport B l'huile végétale donnent une toute autre 
interprétation des résultats de lavage avec les solutions de biosurfactants. En 
effet, celle-ci contenait 45g/l d'huile végétale à son état brut (tableau 4.1). Afin 
d'évaluer la part d'efficacité attribuable aux sophorolipides et la part d'efficacité 
attribuable à l'huile végétale, un essai de lavage à partir de sophorolipides 
purifiés furent réalisés. Une seule concentration en sophorolipides fut étudiée 
pour ce lavage (impliquant des triplica) en raison des quantités limitées de 
biosurfactants purifiés disponibles. 
La figure 4.6 montre une compilation des divers essais de lavage, et compare les 
solutions employées. Les critères B (7ûûmg/kg sec) et C (3500mgjkg sec) sont 
également tracés. L'abscisse représente la concentration en huile végétale dans 
le mélange et l'ordonnée les concentrations en CIO-Cjo dans le sol lavé. 
O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 
Huile uigetale dans la solution de labage (g/l) 
+ Huile dgetale usée - Solution brute de biosurfactants 
Sophorolipides purs a la concentration de la solution brute 
, , - - Critère C 
Critère 8 
Figure 4.6 Comparaison entre les soiutions de lavage. 
A des fins de comparaison, le point représentant le lavage aux sophoroiipides 
purs (i.e. sans huile végétale dans le milieu) est placé vis-à-vis la concentration 
en huile végétale correspondante pour une solution de lavage brute. Ainsi, la 
solution de lavage brute diluée contenant 10g/l de sophorolipides se composait 
aussi de 7 g/l d'huile vegetde ; la moyenne des résultats de lavages a 10g/l de 
sophorolipides purifiés fut indiquée vis-à-vis cette concentration, même si elle 
ne contient pas d'huile végétale. Cette valeur (4620mg/kg) comporte par 
ailleurs 3000mg/kg de non-détectés et représente la valeur maximale possible 
(le minimum étant 1720 rng/kg). En effet, les analyses pour cette série furent 
fractionnées poux les quatre plages d'hydrocarbures (non indiqué) et la limite 
de détection fut de 1000mg/kg pour chaque plage (mais pour les autres 
analyses indiquées, elle fut de 100rng/kg). Suivant cette marge d'incertitude, 
les trois solutions de lavage étudiées permettent, à des concentrations 
différentes, d'atteindre la plage B-C de restauration des sols. Mais les solutions 
de biosurfactants furent légèrement plus efficaces. 
Il semble qu'à faible concentration en sophorolipides (IOg/l), I'huile végétale 
dans le milieu de lavage annule les effets de la présence des surfactants puisque 
ceux-ci employés seuls à cette concentration permettent de laver efficacement le 
sol. L'explication précédente quant à la valeur effective de la CMC en présence 
d'huile végétale semble donc étavée par les résultats de lavages aux 
sophorolipides purs. Mais à concentrations plus &levées en huile végétale (et 
conséquemment, en sophorolipides), le fait de ne pas purifier les surfactants ne 
semble pas négatif. De plus, pour des concentrations en huile végétale variant 
entre 18g/l et 45g/l, la solution de biosurfactants fut plus efficace en terme 
d'enlevement des C~O-CM que I'huile végétale empioyée seule. L'écart entre les 
deux solutions de lavage se résorbe cependant au fi l  de I'augrnentation en huile 
végétale en solution. 
4.3. CON~LUSIONS SUR LES LAVAGES 
D'une part, la faisabilité du lavage en mode cuvée d'un sable (Op,~mies~lrnm) 
contaminé à partir de sophorolipides non purifiés fut  démontrée. Les bouillons 
bruts de production de sophoroiipides produits à par& de rejets industriels ont 
permis de retirer 89% des CIO-CM du sol et d'atteindre la plage B-C de 
restauration pour les sols. Cette efficacité de lavage fut obtenue pour des 
solutions de biosurfactants diluées à 60% (30g/l de sophorolipides, 18g/l 
d'huile végétale) et employées à 21°C. À plus forte dilution, une baisse 
importante d'efficacité fut observée. Même si ces concentrations sont au-dessus 
de la concentration miceliaire critique (CMC), il est possible que la présence 
d'huile végétale dans le milieu repousse la valeur effective de la CMC, ce qui 
expliquerait la diminution d'efficacité. Enfin, les interférences causées par la 
présence de résidus de lavage dans les sols peuvent surestimer la concentration 
réelle en hydrocarbures pétroliers dans le sol. 
D'autre part, l'huile de canola ayant servi a la friture des croustilles (rejet 
industriel) s'est révélée comme un excellent solvant pour la restauration du 
sable contaminé aux hydrocarbures p&oIiers, pour lequel près de 88% des 
contarninants furent retirés avec une solution à 120g/l d'huile. Cependant, le 
transfert des contaminants dans ce solvant pourrait être limite par la diffusion 
dans les pores ou par la thermodynamique. Dans ce cas, l'efficacité de I'huile 
végétale pourrait être décrite par une relation logarithmique empirique reliant 
la concentration en solvant (huile) et le pourcentage d'enlèvement des 
contaminants. 
CONCLUSIONS GÉNÉRALES ET RECOMMANDATIONS 
Les résultats obtenus au cours de cette recherche ont démontré la faisabilité 
d'une production de biosurfactants par Cnndirin bombicoln ATCC 22214 pouvant 
répondre aux exigences industrielles. En effet, une production à grande échelle 
de près de 75g/l fut obtenue en milieu non stérile, à partir de rejets industriels, 
pour un rendement en biosurfactants de plus de O,Mg/g par rapport aux deux 
substrats. Les biosurfactants produits par la levure, un mélange de 
sophorolipides, furent ainsi synthétisés à partir de mélasse non raffinée et 
d'huile végétale provenant de I'industrie des croustilles n'ayant subi aucun 
traitement de purification. Ces deux produits sont disponibles actuellement à 
0,112$ CDN/kg et 0,04$ CDN/kg, respectivement. 
La substitution dans le milieu de production de l'huile végétale pure par de 
L'huile de canola usée n'eût pas d'effet significatif sur la production, mais la 
présence de composés polymérisés dans l'huile (avant subi de hautes 
températures lors de la friture) pourrait entraver son utilisation par les micro- 
organismes. Ainsi, plus de 40% de l'huile incorporée est demeurée non 
consommée en fin de production en réacteur. Ce facteur pourrait être 
contourné en laissant décanter les particules d'huile végétale solide 
(polymérisée) avant son utilisation dans le milieu de production. Mais il serait 
aussi utile de réaliser des productions avec de moins fortes concentrations 
d'huile végétale, puisque celle-ci semble entraver l'efficacité des biosurfactants 
lors des lavages de sol 21 partir d'une solution brute. 
Le remplacement du glucose pur par de la mélasse non raffinée comme substrat 
hydrophile présente plusieurs avantages. En effet, cette mélasse possède un 
fort pouvoir tampon qui permet le maintien du pH de production à des valeurs 
optimales durant la production. De plus, elle apporte suffisamment de 
composés azotes pour éliminer l'urée (source d'azote) du milieu de production 
initial. Cependant, la mélasse semble, comme l'huile usée, contenir des 
composés plus difficilement accessibles aux micro-organismes, ce qui signifie 
une perte d'efficacité en terme d'intrants et d'extrants. D'un autre côté, ces 
concentrations résiduelles d'huile végétale et de mélasse dans la solution de 
biosurfactants brute pourraient montrer leur utilité en tant que nutriments dans 
la solution de lavage usée qui serait traitée par voie biologique. Il ne serait ainsi 
peut-être pas nécessaire d'ajouter d'autres nutriments au milieu pour un 
traitement en réacteur, par exemple. Enfin, si la mélasse non raffinée présente 
plusieurs avantages, la flore microbienne qu'elle contient au départ entrave le 
maintien de Gzndiih bombicoln dans le milieu de culture et des productions 
successives de biosurfactants à partir d'inocuium âgés. II s'agit alors de 
comparer les avantages entre la stérilisation d'un inoculum à chaque 
production et la stérilisation de la mélasse pour plusieurs productions 
successives (où une contamination est tout de même probable). Mais puisque la 
contamination provient de la mélasse, I'ïnoculum pourrait être formulé à base 
de glucose ou de sucre inverti et non stérilisé. 
Lors de la production de sophorolipides, il fut démontré que la température du 
milieu peut être maintenue, par le biais d'une simple isolation et sans contrôle 
externe, dans une plage favorable à la croissance des micro-organismes et a la 
production de biosurfactants. Combiné à l'emploi de mélasse, le mode de 
production étudié ne nécessitait donc ni contrôle de température, ni contrôle de 
PH* 
La concentration micellaire critique du mélange de sophorolipides purifié fut 
mesurée à 25 mg/l, comparativement a des valeurs rapportées de 60mg/l 
(Hommel, 1990) et de 82mg/l (Cooper et Paddock, 1984). Lorsque la solution 
de biosurfactants est employée brute, il semble que l'huile végétale résiduelle 
qu'elle contient occupe elle-même les micelles et repousse la valeur effective de 
la CMC. 
Le lavage d'un sable fin à moyen à l'aide des solutions brutes de production de 
sophorolipides a démontrc leur efficacité à retirer les contaminants. Les 
solutions de biosurfactants diluées jusqu'à une concentration de 30g/l en 
sophorolipides (18g/l d'huile végétale résiduelle) ont permis de restaurer le sol 
jusqu'à la plage 8-C des critères du Ministère de l'environnement et de la faune. 
Les concentrations mesurées dans le sol après lavage furent de 15OOmg/ kg sec, 
par rapport à une contamination initiale de 13 400mg/kg en Cl~Cjo (89% 
d'enlèvement). Mais ces concentrations sont vraisemblablement surestimées, en 
raison des interférences liées à la présence d'huile végétale résiduelle dans les 
échantillons de sol laves. Les solutions se sont donc montrées plus efficaces que 
le Witconol SN-70, un surfactant synthétique, pour lesquels les conditions de 
lavages étaient optimales. Ce dernier permettait de restaurer le sol jusqu'a 
2010mg/ kg. 
En raison de la nature biologique des solutions de biosurfactants, il est 
recommande de poursuivre les essais, mais en se concentrant d'abord sur le 
traitement des solutions de lavage et du polissage du sol lavé, le cas échéant. Si 
les résultats sont encourageants, dors les efforts pourront se concentrer sur 
Ifamélioration de la production et les modifications suggérées ci-haut. Enfin, il 
est important de signaler que les sohtions bmtes de sophorolipides ne peuvent 
être envisagées pour un procédé de lavage in situ en raison de la forte 
concentration en biomasse et résidus qui bloqueraient les pores dans le sol. 
Pour d'autres applications, les sophorolipides pourraient être produits en 
suivant la piste de la présente recherche, puisqu'ils montrent les mêmes 
caractéristiques que ceux produits en conditions pures. Dans ce cas, il faudrait 
élaborer une technique de récupération simple, comme par exemple laisser 
décanter la solution pour récupérer les sophorolipides de formes lactone (SL-1) 
qui sont recherchés pour leurs propriétés hydratantes et favorisent les 
émulsions de type eau/ huile (7t,/o). 
Concernant le lavage de sol, bien que les biosurfactants se soient montrés 
efficaces, l'huile végétale usée emplovée seule a permis de retirer la même 
quantité de contaminants du sol. Ainsi, elle agit comme solvant lourd pour 
I'extraction des contaminants hydrophobes. D'après les résultats d'analyses 
fractionnées, elle agit sur toutes les plages d'hydrocarbures, quoique cela soit 
moins évident pour la plage des Go-Cg. De plus, il semble v avoir une relation 
mathématique logarithmique reliant la concentration en huile végétale dans la 
solution de lavage et le pourcentage d'enlèvement des contaminants sur un sol 
donné. 
Comme l'huile végétale usée peut être facilement obtenue à prix très modique 
et qu'elle est vraisemblablement biodégradable, des essais de lavage 
supplémentaires et des essais de dégradation précis généreraient des résultats 
sans doute très intéressants. D'ailleurs, une brève analyse économique, permet 
d'évaluer le coût de lavage a la tonne associé l'agent extactant, ici l'huile 
végétale usée. À des Lins de comparaisons avec I'evahation de la part du coût 
de traitement associé à l'achat de surfactants synthétique (section 1.3.1.7 du 
chapitre 1), les mêmes paramètres ont été utilisés. Ainsi, on calcule que pour 
une solution de lavage concentrée à 80 g/l d'huile végétale (ce qui permet 
d'atteindre la plage B-C de restauration, avec 2170 mg/kg de CIO-CS0 dans le 
sol lavé), les coûts associés à l'agent de lavage varient de 25 $/tome à 50 
$1 tome, selon la proportion de sable dans le sol. Ces coûts tiennent compte de 
quatre cycles de lavages pour une concentration à 15 % (p/v) en sol. Cette 
evaiuation n'est qu'indicative du potentiel de l'huile végétale, car les conditions 
de lavages n'ont pas été optimisées. Par exemple, il est possible que dès le 
premier cycle de lavage, les contaminants aient été retirés, ce qui réduirait 
encore considérablement le coût de lavage, qui passeraient à 7 $1 tonne pour un 
sol a 40 % de sable et a 15 $/tonne pour un sol à 60 % de sable. 
Puisque l'huile végétale supporte de très hautes températures, il serait 
probablement avantageux de faire des lavages à plus de 90°C. L'augmentation 
de solubilité et la baisse de viscosité qui seraient entraînées pourraient favoriser 
la diffusion du solvant (l'huile) dans les pores et la solubilisation des 
contaminants dans le mélange. D'autant plus que la haute température fait 
fondre les composés polymérises de l'huile végétale usée, ce qui pourrait la 
rendre plus efficace. En contrepartie, il y aurait risque de "tuer" le sol, un 
facteur à considérer si un traitement en biopile est envisage comme polissage. 
Des essais de lavages en colonne ne sont pas recommandés, en raison des 
risques de blocage causes par l'huile. Par conséquent, les essais devraient être 
réalisés en mode cuvée, mais avec échantillonnage après chaque cycle. Enfin, il 
est essentiel de modifier les méthodes d'analyses des hydrocarbures ou 
d'évaluer l'apport de l'huile végétale d a .  la contamination finale mesurée en 
La possibilité de chauffer I'huile végétale et son usage comme agent extractant 
devraient d'ailleurs être étudiés à d'autres fins que le lavage de sol, par exemple 
pour le nettoyage de transformateurs contaminés aux BPC qui sont 
actuellement extraits avec du perchloroéthylène (aussi nommé 
tétrachloroéthylène), un des contaminant prioritaire de 1'U.S.EPA. 
Enfin, si la désorption des contaminants a l'aide d'huile végétale est limitée par 
la thermodynamique (constantes d'équilibre), il pourrait être avantageux de 
combiner le lavage à I'huile et celui aux biosurfactants. En effet, une première 
série de lavage à I'huiie permettrait de retirer la majeure partie de la 
contamination pm= le biais de 1' affinité entre l'huile et les contarninants. Ensuite, 
un lavage aux biosurfactants permettrait de solubiliser ou de mobiliser les 
contarninants résiduels inaccessibles a l'huile par le biais des micelles. 
Tel qu'annoncé au début de cet ouvrage, la recherche dont les rksultats sont 
présentés ici a explore plusieurs pistes parallèles. Les résultats obtenus furent 
positifs et ont étayé l'hypothèse de recherche. De surcroît, les essais avec l'huile 
végétale ont ouvert une autre avenue dont le potentiel était sous estimé. 
Conséquemment, plusieurs voies peuvent être envisagées pour des recherches a 
venir, dont les résultats présentés ici pourront servir de repères. 
LISTE DE RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
ABDUL, A. S., GIBÇON, T.L. et RAI, D.N. (1990). "Selection of Surfactants for 
the Removal of Petroleum Products from Shallow Sandy Aquifers." Ground 
Water 28(6): 920-926. 
ABDUL, S. A. et ANG, C.C. (1994). "In Situ Surfacant Washing of 
Polychlorinated Biphenyls and Oils horn a Contaminate Field Site: Phase II 
Pilot Study ." Ground W& 32(5): 727-734. 
ALEXANDER, M. (1994). NAPLS and Compounds with Low Water Solubilitv. 
Biodemadation and Biorernediation. A. Press. San Diego CA, Academic ~ r e &  
Limited: 131-148. 
ALEXANDER, M. (1994). Sorption. Biodemadation and Bioremediation. A. 
Press. San Diego, CA, Academic Press Limited: 114130- 
ANG, C.C. et ABDUL, S.A. (1991). "Aquous Surfactant Washing of Residual Oil 
Contamination frorn Sandy Soil." Ground Water Monitoring - Review XI(2): 121- 
127. 
API (1995). Monthly S tatisticai Report. Washington, DC, American Petroleum 
Institu te. 
ASMER, H.-J., LANG, S., WAGNER, F., et WRAY, V. (1988). "Microbial 
Production, Structure Elucidation and Bioconversion of Sophorose Lipids." 
J AOCS 65(9) : 1460-1466. 
BAI, G., BRUSEAU, M. et MILLER, R. (1997). "Biosurfactant-Enhanced 
Removal of Residual Hydrocarbon from Soil." Journal of Contaminant 
Hvdrolopy 25: 157-170. 
BANAT, 1. M. (1995). "Biosurfactants Production ans Possible Uses in Microbial 
Enhanced Oil Recovery and Oil Pollution Remediation: A review." Bioresource 
Teduiology 51: 1-12. 
BERKOWITZ, J.B. et FARKASr A.L. (1992). "Commercializing Innovative 
Cleanup Tehchnologies." Env. Sci. Technol. 26(2) : 247. 
BHANDARI, A., DOVE, D.C., et NOVAK, J.T. (1994). "Soil Washing and 
Biotreatment of Petroleum-Contaminated Soils." Journal of Environmental 
Engineering 120(5 (Septemberl October)): 1151-1169. 
CLARKE, A. N., MUTCH, R.D. WILSON, D.J. et OMA, K.H. (1992). "Design 
and Implementation of Pilot Sale Surfactant Washing/Flushing Fluid 
Technologies Including Surfactant Reuse." Wat. Sci. Tech. 26(1-2): 127-135. 
COOKSON, J. T. (1995). Bioremediation Enaeerine. : Desimi - and Application. 
New York, NY. 
COOPER, D.G., et PADDOCK, D.A. (1984). "Production of a Biosurfactant from 
Tordopsis bombicola." Applied and Environrnental Microbioloey 47(1): 173- 
176. 
COOPER, D.G. et ZAJIC, J.E. (1980). "Surface-Active Compounds from 
Microorganisms." Adv. A ~ p l .  Microbiol. 26: 229-253. 
DAVILA, A.-M., MARCHAL, R. et VANDECASTEELE, J.-P. (1992). "Kinetics 
and Balance of a Fermentation Free from Product Inhibition : Sophorose Lipid 
Production by Candida bombicoln." &pl. Microbiol. Biotech. 38: 6-11. 
DAVILA, A. M., MARCHAL, R., MONIN, N. et VANDECASTEELE, J.F. (1993). 
"Identification and Determination of individual Sophorolipids in Fermentation 
Products by Gradient Elution High-Performance Liquid ~ h r o r n a t o ~ r a ~ h ~  wit  
Evaporative Ligh~!%affeking Detectioi." Joumd of chrofiato*aphY 648(B@)- 
DAVILA, A.-M., MARCHAL, R. et VANDECASTEELE, J.-P. (1994). "Sophorose 
Lipid Production from Lipidic Precursors : Predictive Evaluation of Industrial 
Substrates." Journal of Industrial Microbiology 13: 249-257. 
DAVILA, A.-M., MARCHAL, R. et VANDECASTEELE, J.-P. (1997). "Sophorose 
Lipid Fermentation with Differentiated Substrate Supply for Growth and 
Production Phases." Avpl. Microbiol. Biotechnol. 47: 496-501. 
DAVIS, K. L., REED, GD. et WALTER, L. (1995). A Comparative Cost Analvsis 
of Petroleum Remediation Technologies, Battelle Press. 
DES AI, J.D., et DESAI, A. J. (1993). Production of Biosurfactants. 
BIOSURFACTANTS-Production-Properties-Applications. N. KOÇARIC, 
University of Western Ontario. 48: 65-92. 
DESAI, J.D. et BANAT, 1. (1997). "Microbial Production of Surfactants and Their 
Commercial Potential." Microbio1op;v - - and Molecular Biolog Reviews 61(1): 47- 
64. 
D ~ N E S ,  L., LAFRANCE, P. et VILLENEUVE, J.-P. (1995). "The Effect of 
an Anionic Surfactant on the Mobilization and Degradation of PAHs in a 
Creosote-Contaminated Soii." Hvdroloaical - Science - Journal - des sciences 
hydrologiques 40(4): 471 4 4 .  
DESPHANDE, M., et DANIELS, L. (1995). "Evaluation of Sophoroiipids 
Biosurfactant Production by Candida Bombicola Using Animal Fat." 
Bioresource Technoloq 54: 143-150. 
DIALLO, K.S., ABRIOLA, L.M. et WEBER, W.J.Jr. (1994). "Solubilization of 
Nonaqueous Phase Liquid Hvdrocarbons in Micellar Solutions of Dodecyl 
Alcohol Ethoxylates." ~nviron,~Sci. Technol. 28(11): 1829-1837. 
DFCO LABORATONES. DIFCO MANUAL, Dehvdrated Culture Media and 
f .  Detroit, MI: 11131-1132. 
DUBOIS, M., GILLES, KA., HAMILTON, J.K., REBERS, P.A. et SMITH, F. 
(1 956). "Colorimetric Method for Determination of Sugars and Related 
Substances." Analvtical Chemistrv 28(3): 350-356. 
EDWARDS, D.A., LUTHY, R.G., et LIU, 2. (1991). "Solubilization of Polycyclic 
Aromatic Hvdrocarbons in Micellar Nonionic Surfactant Solutions." Environ. 
S i .  ~ech.1101: 25: 127-133. 
EDWARDS, D.A., LIU, 2. et LUTHY, R.G. (1992). "Interactions Between 
Nonionic Surfactant Monomers, Hydrophobie Organic Compounds and Soü." 
Wat. Sci. Techn. 26(1-2): 147-158. 
ELUS, W.D., PAYNE, J.R. et MCNAAB, GD. (1985). Treatment of Contaminateci 
%ils with Aqueous Surfactants. Cincinnati, OH, U.S.EPA. 
FALATKO, D. M. et NOVAK, J.T. (1992). "Effects of Biologically Produced 
Surfactants on the Mobility and Biodegradation of Petroleum Hydrocarbons." 
Water Environment Research 64(2): 163-169. 
FELDER, R.M., et ROUSSEAU, R.W. (1986). Elementarv p ~ c i p l e s  of chernical 
processes. New York, W .  
FIECHTER, A. (1 992). " Biosurfachnts : Moving Towards Industrial 
Application." TIBTECH 10: 208-217. 
FIEHLER, K., ALBRECHT, A., RASCH, D. et RAU, U. (1997). "Kontinuirliche 
Produktion von Sophoroselipiden mit Candi& bornbicoln ATCC 77914." 
Fett/Lipid 99(1): 19-24. 
FREEMAN, H.M., et HARRIS, E.F., Ed. (1995). Hazardous Waste Remediation - 
Innovative Treatment Technoloaes. Lancaster, PA. 
FRIED, B. et SHERMA, J. (1994). Thin-laver Chromatomaphv: techniques and 
appIications, Marcel Dekker Inc. 
FRIED, B. et SHERMA, J. Lipids (chapter 21, HAndbook of n C ,  2nd edition). 
Handbook of Thin-Laver Chromatographv: Second Edition, Revised and 
Expanded. J. S. a. B. Fried, Marcel Dekker Inc.: 683-714. 
G E ,  G.W., et BAUDER, J.W. (1986). ParticleSize Analysis. A. S. o. Agronomy. 
Madison, Wi: 383-412. 
GEORGIOU, G., LIN, S.C. et SHARMA, M.M. (1992). "Surface-Active 
Compounds from Microorganisms." Biotechnoloq 10uanuary): 60-65. 
GERSON, D.F. (1 993). Biophysics of Microbial Surfactants. 
BIOSURFACTANTSProduction-Properties-AM. N. KOSARIC, 
University of Western Ontario. 48: 271-285. 
GHURYE, G.L., et VIPULANANDAN, C. (1994). "A Practical Approach to 
Biosurfactant Production Using Nonaseptic Fermentation of Mixed Cultures." 
BiotechnoIog and Bioenszineering 44: 661-666. 
GLASS, D.J., RAPHAEL, T., VALO, R. et VAN MK, J. (1995). International 
Activities in Bioremediation: Growing Markets and Opportunities. Applied 
Bioremediation of Petroleum Hydrocarbons. J. A. K. e. J. R. Robert E. Hinchee, 
Battelle Press. 3. 
GORIN, P.A., SPENCER, J.F.T. et TULLOCH, A.P. (1961). "Hydroxy Fatty Acid 
Glycosides of Sophorose from Tondopsis mqnoline." Cm. 1. Chem. 39: 846-895. 
GUERRA-SANTOS, L., KAEPELLI, O. et FIECHTER, A. (1984). " Pseudomonns 
aeniginosn Biosurfactant Production in Continuouç Culture with Glucose as 
Carbon Source." 448: 301-305. 
HAFERBURG, D., HOMMEL, R., CLAUS R. et KLEBER, H.-P. (1986). 
"Extracellular Microbial Lipids as Biosurfactants." Advances in Biochemical 
Engineering/ BiotechnoIogy 33: 53-93. 
HART, H. et CONIA, J.-M. (1987). Introduction a la chimie organique. Paris. 
HARVEY, S., ELASHVILI, I., VALDES, J.J., WMELY, D. et CHAKRABARTY, 
A.M. (1990). "Enhanced Removal of Exxon Valdez Spilled Oil hom Alaskan 
Gravel by a Microbial Surfactant." Biotechnology B(March): 228-230. 
HAWRYSH, Z.J. (1990). Stability of Canola Oil. Canola and Raveseed : 
Production, Chemistrv, Nutrition and Processinn - TechnoIom. F. Shahidi. New 
York, NY, Van Nostrand Reinhold: 99-122. 
HEALY, M.G., DEVINE, C.M. et MURPHY, R. (1996). "Microbial Production of 
Biosurfactants." Resources, Conservation and Recycling 18: 41-57. 
HOMMEL, R.K. (1990). "Formation and Phvsiological Role of Biosurfactants 
Produced by Hydrocarbon-Uüiizing ~icroo~~anisms." Biodegradation 1: 107- 
119. 
KACHHOLZ, T. et SHLINGMANN, M. (1987). Possible Food and Agnculturai 
Application of Microbial Surfactants: An Assessrnent. Biosurfactants and 
Biotechnology. N. KOSARIC, CAIRNS, W.L. et GRAY, N.C.C. New York, NY. 
25= 185-191. 
KLEKNER, V., KOSARIC, N. et ZHOU, Q.-H. (1991). "Sophorose Lipids 
Produced from Suc~ose.'~ Bioteduiologv Letters 13(5): 345-348. 
KOMMALAPATI, R.R. et ROY, D. (1997). "Bioenhancement of Soi1 
Microor ganisrns in Natural Surfactant Solution. III. Effect of 
Hexachlorobenzene." J. Environ. Sci. Health A32(6): 1763-1779. 
KOSARIC, N., CAIRNS, W.L., GRAY, N.C.C., STECHEY, D. et WOOD, j. (1984). 
"The Role of Nitrogen in Multiorganism Strategies for Biosurfactant 
Production." JAOCÇ 61(11): 1735-43. 
KOSARIC, N., CAIRNS, W.L., et GRAY, N.C.C., Ed. (1987). Biosurfactants and 
Biotechnology. - Surfactant Science Series. New York. 
KOÇEOGLU, S. S. et LUSAS, E.W. (1990). Hydrogenation of Canola Oil. Canoia 
and Rapeseed : Production, Chemistrv, Nutrition and Processing Technolo~.  F. 
Shahidi. New York, NY, Van Nostrand Reinhold: 123-148. 
KOULOHERIS (1989). "Surfactants Important Toois in Chemical Processin." 
Chemical E n m e e ~ n g ( 0 c  t.) : 130-1 36. 
LEE, K. H. et KIM., J.H. (1993). "Distribution of Substrates Carbon in Çophorose 
Lipid Production by Tonilopsis bornbzcoln." Biotechnology Letters 15(3): 263-266. 
LEGROS, R., PANNETûN, C., ROBERGE, F. et SAMSON, R. (1995). Projet sur 
le lavage des sols contaminés aux hydrocarbures et aux métaux. Montréal 
(Québec), Centre de développement technologique, École Polytechnique de 
Montréal. 
LIN, S.-C. (1996). "Biosurfactants: Recent advances." J. Chem. Tech. Biotechnol. 
66: 109-120. 
LIN, S.C., GOURSAD, J.-C., KRAMER, P.J., GEORGIOU, G. et SHARMA, M.M. 
(1990). Production of biosurfactants by Bncillus Ziclienformis strain JF-2. 
Microbial Enhancement of Oil Recoverv - Recent Advances. E. C. Donaldson. 
Amsterdam, Elsevier Science Pubiishers: 219-226. 
MACKAY, D. et PATERSON, S. (1981). "Calculating Fugacity." Environmental 
Science and Technoloq 15(9): 10064014. 
MALCOMSON, L.J., VAISN-GENSER, M., PRZYBYLSKI, R., RYLAND, D., 
ESKIN, N.A.M. et ARMSTRONG, L. (1996). "Characterization of Stored Regular 
and Low-Linolenic Canola Oils at Different Levels of Consumer Acceptance." 
JAOCÇ 73(9): 1153-1160. 
MARGARITIS, A., ZAJIC,J.E. et GERSON, D.F. (1979). "Production and 
Surface-Active Properties of Microbial Surfactants." Biotechnology and 
Bioeneeering XXI: 1151-62. 
MARTEL, R. et GÉLIN AS, P.J. (1996). "Surfactant Solutions Developped for 
NAPL Recovery in Contaminated Aquifers." Ground Water 34(1): 143-154. 
MATTEI, G., et BERTRAND, J.-C. (1985). "Production of Biosurfactants bv a 
Mixed Bacteria Population Grown in Continuous Culture on Cnide 0il." 
Biotechnology Letters 7(4): 217-222. 
MEF (1995). Pour Une Gestion Durable et Responsable de nos Matieres 
Résiduelles. Québec, Ministere de ItEnvironnement et de la Faune. 
MEF (1996). Projet de politique de protection des sols et de réhabilitation des 
terrains contaminés. Québec, Service des lieux contaminés, Direction des 
politiques du secteur industriel, Ministere de l'environnement et de la faune. 
MEUNIER, P. (1%). "L'achat d'un terrain contaminé." Envirotech (Jan-fév.): 
24. 
MIHELCIC, J. R., PRITSCHOW, A. et LUEKING, D. (1995). "Uptake of 
Dissolved and Oil Phase Organic Chernicals by Bacteria." GWMR (summer 95): 
100-106. 
MILLER, R. M. et ZHANG, Y. (1997). Measurement of Biosurfactant-Enhanced 
Solubilization and Biodegradation of Hydrocarbons. Bioremediation Protocols. 
D. S. H. P. Inc. Totowa, NJ. 2: 59-66. 
MISRA, M., et MEHTA, R.K. (1995). "Remediating Heavy Metals, 
Radionuclides, and Organic Poilutants from Soils." JOM(sep): 45-53. 
PARK, J.-W. et JAFFÉ, P.R. (1995). "Phenantrhene Removal From Soi1 Slurries 
With Surfacant-Trea ted Oxides." J o d  of Environmentai En&eerinq(june): 
430-437. 
PARKINSON, M. (1985). "Bio-Surfactants." 
PAVIA, D.M., LAMPMAN, G.M., et 
Bio technologv -- Advances 3: 63-83. 
KRIZ, G.S. (1988). Thin-Laver 
Chromatography (technique 11). Introduction to Or~anic  Laboratoy 
Techniques: Third Edition. Washington, Saunders College: 615-629. 
RAGHAVAN, R., COLE, E. et DIETZ, D. (1990). Cleaning Excavated Soi1 
Using Extraction Agents: A State-of-the-Art Review. Cincinnati, OH, Risk 
Reduction Engineering Laboratory, Research and Development, U.S.EPA. 
RAU, U., MANZKE, C. et WAGNER, F. (1996). "Influence of Substrate Supplv 
on the Production of Sophoroçe Lipids by Candida bornbicoln ATCC 22214.'' 
Biotechnolow Letters 18(2): 149-154. 
REIUNG, H. E., THANEI-WYSS, U., GUERRA-SANTOS, L.H., HIRT, R., 
KAEPELLI, O. et FIECHTER, A. (1986). "Pilot Plant Production of Rhamnolipid 
Biosurfactant by Pseudonlonns nenigznosn." Applied and Environmental 
Micro biolom 51(5): 985-989. 
REISINGER, H. J. (1995). Applied Bioremediation of Petroleum Hvdrocarbons, 
Battelle Press. 
RENNER, R. (1997). "European Bans on Surfactant Trigger Transatlantic 
Debate." Environmental Science & Technoloq 31(7): 31 6-320. 
ROBERT, M., MERCADÉ, M.E., BOSCH, M.P., PARRA, J.L. ESPUNY, M.J., 
MANRESA, M.A. et GUINEA, J. (1989). "Effect of the Carbon Source on 
Biosurfactant Production by Pseuromonas aempinosa 4Tl . "  Biotechnologv 
Letters ll(12): 871-874. 
ROBINSON, KG., GHOSH, M.M. et SHI, 2. (1996). "Mineralization 
Enhancernent of Non-Aqueous Phase and Soil-Bound PCB Using 
Biosurfactant." Wat. %.Tech M(7-8): 303309. 
ROSEN, M.J. (1989). Emulsification by Surfactants. Surfactants and Interfacial 
Phenomena. J. W. a. Sons. New York: 225-229. 
ROSEN, M.J. (1989). Foarning and Antifoaming by Aqueous Solutions. 
Surfactants and Interfacial Phenomena. J. W. a. Sons. New York: 201-223. 
ROSEN, M.J. (1989). Solubilization by Solutions of Surfactants: Micellar 
Catalysis. Surfactants and Interfacial Phenornena. J. W. a. Sons. New York: 123- 
147. 
ROUSE, J.D., SABATINI, D.A., DEEDS, N.E. et BROWN, E. (1995). "Micellar 
Solubilization of Unsaturated Hydrocarbon Concentrations as Evaluated bv 
Çemiequilibrium Dialy sis." Environ. Sci. Technol. 29: 2484-2489. 
ROY, D., KOMMALAPATI, R.R., MANDAVA, S.S., VALSARAI, K.T., et 
CONSTANT, W.D. (1997). "%il Washing Potential of a Natural Surfactant." 
Environmental Science & Technology 31(3): 670-675. 
SAMSON, R. (1994). Biorestauration des Sites Contaminés : Les Technologies Ex 
Sihi. Sainte-Foy (Québec), Centre Québécois de Valorisation de la Biomasse. 
SELVAKUMAR, A., MA, J., RAY, A. et BORÇT, M. (1995). "How to Choose the 
Right Surfactant, Screen Various Products to Find the aest Solution." 
Soils(Mars) : 32-36. - 
SHIAU, B.-J., SABATINI, D.A. et HARWELL, J.H. (1995). "Properties of Food 
Grade (Edible) Surfactants Affecting Subsurface Remediation of Chlorinated 
Solvents." Environ. Sci. Technol. 29: 2929-2935. 
SIMS, R. (1990). "Soi1 Remediation Techniques at Uncontrolled Hazardous 
Waste Sites - A Critical Review." J. Air & Waçte Management Association(40): 
7û4-732. 
SONNTAG, R. E. et VAN WYLEN, G.J. (1992). Introduction to 
Thennodynamics : CIassical and Statistical. New York, NY. 
SPENCER, J. F. T., SPENCER, D.M. et TULLOCH, A.P. (1979). "Exhacehlar 
Glycolipids of Yeasts." Economic Microbiol. 3: 523-540. 
SYLDATK, C. et WAGNER, F. (1987). Production of Biosurfactants. 
Biosurfactants and Biotechnolom. N. Kosaric, Cairns, W.L., et Gray, N.C.C. 
New York. 3e;: 89-120. 
TABLE DE CONCERTATION SUR LES LIEUX CONTAMINÉS. (1993). 
Stratégie de Développement de 1'Industrie Québécoise de la Protection des Sols 
et de la Réhabilitation des Lieux Contaminés, Grappe de l'industrie de 
1' environnement. 
THANGAMANI, S., et SHREVE, G.S. (1994). "Effect of Anionic Biosurfactant on 
Hexadecane Partitioning in Multiphase Systems." Environ. Sci. Technol. 28(l3) : 
1993-2000. 
THE HAZARDOUS WMTE CONSULTANT. (1993). "A Comparison of 
Commercial Soi1 Washing Techniques." The Hazardous Waste 
Consultant(Januq/ February): 1.141 -18. 
TREYBAL, R. E. (1980). Mass-Transfer Operatiom. New York, NY. 
TULLOCH, A. P., SPENCER, J.F.T. et GORIN, P.A.J. (1962). "The Fermentation 
of LongChain Compounds bv Tondopsis mngnoline. Structures of the Hvdroxv 
Fat& Acids Obtained by ~erkentation of Fatty Acids and ~~drocarbons."  an. 
J. chan. 10: 1326-1338. 
U.S.EPA (1989). Innovative Treatment Technology Soi1 Washing. Cincinnati, 
OH, Office of Solid Waste And Emergency Response, U.S.EPA. 
U.S.EPA (1991). Imovative Treatment Technologies - Overview and Guide to 
Information Sources. Washington, DC, Office of Solid Waste and Emergencv 
Response, Technology Information Office, U.S.E.P.A. 
U.S.EPA (1 992). Bergmann USA Soil/Sediment Washing Systems. Cincinnati, 
OH, EPA , Risk Reduction Engineering Laboratory. 
U.S.EPA (1993). Toronto Harbour Commisioners Project, U.S.EPA. 
U.S.EPA (1994). VISITT -Vendor Information System for Imovative Treatment 
Technologies. Washington, DC, Office of Solid Waste and Emergency Response, 
Technology Information Office, U.S.EPA. 
U.S.EPA (1995). Introduction to EPCRA/SARA Titie III. WA, D.C., EPCRA, 
Office of PoiIution Prevention and Toxics, U.S.EPA. 
U.S.EPA (1996). SITE Technology Profiles, Ninth Ed. Cincinnati, OH, National 
Rkk Management Research Laboratory, Office of Research and Development, 
U.S.EPA. 
U.S.EPA (1997). Cleaning Up the Nation's Waste Sites : Markets and 
Technology Trends. Washington, DC, Office of Solid Waste and Emergency 
Response, Technulogy Information Office, U.S.EPA. 
U.S.EPA (1998). Remediation Technologies Screening Matrix and Reference 
Guide, version 3.0. Washington, DC, Federal Remediation Roundtable, 
U.S.EPA. 
VAN BENSCHOTEN, J.E., MATSUMOTO, M.R. et YOUNG, W.H. (1997). 
"Evalutation and Analysis of Soi1 Washing for Seven Lead-Contaminated 
Soils ." Journal of Environmental Engineering 123(3): 21 7-24. 
VAN DYKE, M. I., LEE,H. et TREVORS, J.T. (1991). "Applications of Microbial 
Surfactants." Biotech. Adv. 9: 241-252. 
VANDEMARK, P.J., et BATZING, B.L. (1987). The microbes : an introduction to 
their nature and importance. Menlo Park, CA. 
VIPULALANANDAN, C., WILLSON, R. et GHURYE, G. (1995). Effect of Clav 
and Biosurfactant on the Biodemadation - of Toluene. Proceedings of the 
Specialtv Conference on Geotechnical Practice in Waste Disposal. Part 2 (of 2)., 
N ~ W   riea ans, LA, USA. 
WEST, C. C. et HARWELL, J.H. (1992). "Surfactants and Subsurface 
Remediation." Environ. Sei. Technol. 26(12): 23242330. 
WILLERVAL, B., BOISSEAU, Y. et SERRESCOUSINE, H., Ed. (1988). Petit 
Larousse illustré 1989. Paris. 
ZAJIC, J.E. et SEFFENS, W. (1984). "Biosurfactants." CRC Git. Rev. Biotech. 1: 
87-107. 
MANG,  Y. et MILLER, R.M. (1992). "Enhanced Octadecane Dispersion and 
Biodegradation b y a Psezîdomonns Rhamnolipid Surfactant (Biosurfactant) ." 
Applied 58(10): 3276-3282. 
ZHOU, Q.-H., KLEKNER, V., et KOSARIC, N. (1992). "Production of Sophorose 
Lipids by Torulopsis bombicola from Safflower Oil and Glucose." JAOCS 69(1): 
89-91. 
WOU, Q.-H., et KOSARIC, N. (1993). "Effect of Lactose and Olive Oil on Intra- 
and Exbacellular Lipids of Tonilopsis bombicola." Bio t echno lo~  - - Letters 15(5): 
47742. 
ZHOU, Q.-H., et KOSARIC, N. (1995). "Utilization of Canola OiI and Lactose to 





1 Date Début 4 
1 Dote fin 
Titre:btilieu nutritif pour Ic maintien de la souche Candida bornbicola ATCC 2214 .  
Mois clés: milieu Y M. Ievurc, sitrile 
I 
1. OBJECTIF(S1 
Priparation des milieux frivonbles au maintien de la souche Candida bombicolo ATCC ' 2 2  14. 
1 Auteun. Muriel Gueissaz-Teufe! 
hWTERlELS 
Petris stéri tes; 
a* Formule du milieu nutritif YM (Difco): 
Ingrcdicnts par litre dc milieu 
........................ Bacto cxtnit de levure 3 6 
Extrait de malt. Difco ......................... 3 g 
Bacto peptone ................................... S E  
................................. Bacto dextrose 10 l3 
...................................... Bac10 apar O g 
a m  Solution de HCI 
Rrmaque: calculer environs 20 ml de milieu par pétris et prévoir que les pétris cansrndts i -1'C' 
conserveront leun propriétés pour environs 3 mois. 
1. Dans un bicher de grandeur approprik, mcnre tous les ingrédients et dissoudre dans Iri moitié du voliiiiir 
d'eau distillée nécessaire. 
2. Tnnsvider le contenu dans une fiole jaugée ct compléter au volume total avec de I'cau distillie. 
3. Mesurer le pH ( i l  devni t  ëtre d'environs 6.2) c i  L'ajuster j. 4.0 avec du HCI. 
4. Mettre le contenu dans un crlenmeyer (ne pas remplir a plus de 50% du volume du contenant). frrriisr 
avec un bouchon mousse et un papier d'aluminium. identifier et mettre 5 l'autoclave pour 20 miniitrs 
{ liquides) a 12 1 O C .  I atmosphère. 
Laisser refroidir 6 4jaC - W C  (a l'air ou j. l'aide d'un bain thenostate). 
5 .  Sous la hotte. identifier les  @tris et tnenre environs 20 m l  de milieu sttrile dans chacun. 
6. bisser refroidir sous la hotte sans les fermer : aprés environs 30 minutes. refermer les pitris et Ic- 
entreposer dans un coin de la hotte pour 24 - 48 heures. 
7. Entreposer les pétris daiis un sac hermétique feriiiti. de b ~ o n  ji ce que Ir: fond des pitr is soit vers Ic liaut 
(pour êvitcr I'cvapontion de l'eau du milieu et le scchage des gcloscs). 5 P C .  
REFERENCES 
DIFCO MANU AL. Ddtpirt~ted C i h ~ r e  .Cl& und Rrugenrs for .\licrobiulogy. D i  fco labontorirs. I O'L'lllC' 
cdition. Detroit. Mi.. Pp. 113 1-1 132. 
Pour prtiparcr un rniIieu liquide. utiliser 13 même formule mais sans I'agnr. Lc milieu liquide ne devnit pi13 
être conscrué plus de 3 semaines 5 O C  et ne dcvni t  pas Ctrc utilise si la solution est uouble (indice d'uiir 
croissance microbienne). 




Titre: Production de biosurtjctriiits en cultiirc pure par Candida bombicola ATCC 22214 
Mots cl4s: Biosurfacrants. Candida bombicola ATCC 22214. sophorolipides. glucose. huile vigiiiile. 
crlcnmeyers. 
Protocole #: P3B 
-  -- - -- 
Autcun: Muricl Gueiswz-Teufcl 
Production de biosurfrictants de type sophorolipides par la souche pute Candida bombicola ATCC 222 14 (le\ m. 
anciennement sous Irt genre Torrilopsis). Les panmêtres suivis dunnt la production sont qualitatifs (couleur. 
Cmulsion, aspect) et quailtirritifs : suivi dc I'liuile (PEkPK).  des sophorolipides (PE#P3C) et dc In biumlissc 










souche pure de Cundida bontbicolr ATCC 22214 maintenue sur gélose nutritive YM (PE#P3A) 
qu'on tnnsfere a tous Ics mois: 
boucle ii inoculation. brf~lcur. hone stérile: 
erlenmeyers stiriles ii chicanes de 1000 ml: 
400 m l  de milieu nutritifstérile Yb1 (PEbP3A): 
bouchons mousse dia. 3Onin1; 
agitateur planaire et pince en acicr inosydable pour erlenmeyer de 1000 ml. 
papier d'alumiiiiuiii. 
pipettes stériles de l O ml: 
2. Production de Candida bombicola ATCC 222 14 en erlcnmeyer d'un litre: 
- Elenrneyer 1 chicanes de 1000 m l  (mas 30% facteur de remplissage): 
- Becher de 1 L pour préparer le milieu: 
- Agitateur planaire et pinces en acier inosydablt: 
- Bouchons de mousse: 
- Sonde a ptl: 
- tIC1 oii NaOH pour t'ajustement du pH; 
- htiliru nutritif de production des biasurfricrants: 
IIHî_POj (Anachmin A.C.S.) .......................... O. 1 % ........ ..I .O dl 
h l g S O ~ * 7 H ~ o  (Aiachemia. A.C.S.) ..................... 0.5 % .......... 5.0 g/l 
.............................. ......... FcCl; (Annchernin. A.C.S.) 0.0 I % 0.1 g/I = 0.1 7 g FeC13* 6H10 
NaCI (Anachemia. A.C.S.) .............. . ............. 0.01 % ........ 0.1 p/l 
Extrait de levurc (Becton Dickinson) ................. 0.4 % .......... 4.0 g/l 
Ur& ..................................................... 0.1 % .......... 1.0 dl 
Huile de canola~(100%~urc. sans prtservaiif.Primo).. 10.5 %. .. 105.0 811 
~ l u c o s e ~ ( ~ i s h c r  Che nical) .................................. 10.0 % ...... 100.0 dl 
* AJUSTER LE PH A 1.5 (NriOH ou HCI) avant d'autoclavcr 
le milieu a I 2 l°C. 1 atmosphère. durant 20 min. 
1 Dc grade alimentaire. sans pkervatifs. 
Z~jouter gnduellement Ic glucosc dans l 'au. pour tvitcr la formation 
d'un bloc qui se dissout difficilemenr. On peut Cgalemcnt chauffer 
Iegèremcnt l'eau. 
N.B. Glucose = Dcxrrose. 
3. METHODOLOGIE 
Deux cultures peuvent etrr pniparers préalablement i Ibinoculation du milieu dc production (voir figure 1 )  liliii 
d'initier une production avec des celIules jeunes en phase de croiswncr. Mais la production peut aussi dibutsr 
immédia~cmcnt avec un inoculum de 10 % qui est suffisamment fon pour soutenir une croissance élevée. 
Figurc 1: schematisation de la production en erlenmeyer 
MI: milieu d'inoculation. MF : milieu dc production 
1. Premicrc culture 
- Sous 13 hotte stérile, prélever 2 colonies de la levure sur une gélosc. 
- Inoculer 200 ml de milieu Yht stérile et fermer avec un bouchon mousse. 
- Recouvrir I'erlenrntycr avec du papier d'aluminium, qui agit comme isolant. 
- Placer i'crlenme?er sur un agitateur planaire à 200 rpm. Toambiante. pour 48 hrs. 
2. Seconde culture 
- Prelever di= façon sterile i O ml (inocuium de 3% vlv) de la culture de 48 hrs et inoculer 300 
ml de milieu stérile liquide YM contenu dans un erlcnmeyer (stérile) de 1000 ml i 
chicanes. 
- Fermer avec un bouchon mousse et couvrir I'erirnmeyer de papier d'aluminium. 
- Placer I'erlenmeyer sur un agitateur planaire ii 200 rpm. Ta ambiante. pour 24 hrs. 
:YB Si la prodrrcrion Jr'btrre ci la suile d'une seule culnire. prdever 3 colonies mtrinrcnrrc.v srlr 
gélose I'M er suivre les ercipcx intlirpcr'rs porrr ICI seconde culfrire (en poinrifl6s s w  lu/igirr~* 
I I .  
3. Milieu de production (pour 300 ml) 
- Dans un bêcher. dibuter par la dissolution du glucose dans une partie de l'eau distillée nécessriirc: 
- Ajouter Ics élemeiits secs et agiter avec un barnau magnétique: 
- Transvider dans un ballon jaug6 de 300 m l  ajouter l'huile ~ ~ ~ e t a l r ~  ; 
' On peut y aller par poids o u  par volume, en mesunnt la masse volumique de I'huile vt@~lc u~ilisêe h raide d'une pipeur ri 
de la batmcc mal>tique (prendre I O  mesures d'un mëme volume et faire Io rnoytne). p,- (Primo) = 0.87 g ml). 
Page 4 
- Cornpliter le volume j; 300 ml  avec de l'eau distiilk: 
- Agiter et retnnsferer dans le bécher pour agiter avec le barreau magnétique: 
- Calibrer la sonde à pH (PSO AJ) et prendre une mesure du pH tout en maintenant l'agitation. polir 
ne pas laisser les 2 phases se séparer. 
- Ajuster le pH E 4.5 s i  nicessaire avec du NaOH ou du HCI; 
- Transférer dans itn erlenmeyer P chicanes de 1000 ml et autoclaver 20 minutes 3 1112C. i 
atmospliire. 
- Laisscr Ic milieu rcvcnir O la tempérnturc de la pièce avant d'inoculer. 
- Prilever 30 ni1 dc la culture de 24 heures et inoculer. sous conditions stériles. le niilieii de 
production. 
- Fenncr avec un bouchon mousse et recouvrir de papier d'aluminium. 
- Placer sur l'agitateur i teinpcnturc ambiante. i $00 rpm. 
4. REFERENCES 
COOPER. D.G. ET PADDOCK. D.A.. 1984. Prodiiction of a biosurfactant from Torirh~psrs horriliir~r~ltr. 
Applierl mci Ewirortn~erirul bticrubioiogv, 47: 173- 1 76. 
DESPHANDE. M., et DANIELS, Lacy (1995). Evaluation o f  S o ~ h o r o l i ~ i d s  Biosurîictsnt 
Production bv Candida Bombicola Usinp Animal Fat. Bioresource Technology 54: 143-1 50. 
ZHOU, Q.H.. ET KOSARIC. N.. 1995. Litiliwtion o f  Canola Oil and 1-actosc to Producc Biosurfactant witlr 
Cmrclidn Bnttih~colr~. J.4 OCS 72 ( 1 ): 67-7 1 . 
ZHOU. Q.H.. ET KOSARIC. N.. 1993. Eff'ect o f  Lactose and Olive OiI on Intn- and Extracellular Liwids of 
Tortrlo~si.~ Bornbicolu. Biotrchnology Lrrters 15 ( 5 ) :  477-482. 
ZHOU. Q.H., KLEKNER, V. ET KOSARIC. N.. 1992. Production of Souhorose Liaids bv Tor~rlon.su 
Bontbicoltr from Snfflower Oil and Glucose. J4ûCS69 ( I ): 89-9 1. 
S. RESULTATS ET RJCCOhlMANDATIOtiS 
- De façon qualitativc. la couleur du bouillon passe rapidement (apres 1 jour de production) au canincl- 
beige. avec une couche d'imulsion en surface. Aprés dcux jours, l'apparence est plus laiteuse. de coiilr.ur 
sable. et la couche en emulsion est un peu plus fine (mousse compacte blanc crisse). Cette situatioii SC 
maintient jusqu'ii la fin de la production (8 jours ou plus). 
- En raison du papicr d'aluminium. la température du milieu monte à 27-30°C dès le pnmicr jour et se 
maintien entre 3 5 T  et 30°C dunnr toute tri production. La température de croissance et de production dr: 
la levure étaient contrôlee 1 30°C dans le protocole qui est suivi (Zhou et Kosric. 1995). mais est Iii 
tcmpirature optimale est située entre 25°C (Davila er al.. 1997) et 77OC (Rau er ai.. 1996) selon d'autres 
auteurs . 
- Le pH de la solution descend rapidement a 2.9-3.2 (24 hn) et demeure a ces valeurs jusqu'en fin de 
production (figure 1). 
5 
SUIVI du pH-CBO6 
- 4 - 
= 3  
2 
O 2 4 6 8 
Jour de production 
Figurc 2. Suivi du pH lors d'une production en erlenmc!.ers 
de 1 O00 ml avec chicanes. 
- Le suivi d'une production cn erlenmeyers de IO00 ml avec chicancs est présenté a la figure 3: 
-- 
1 O0 
O 2 4 6 8 1 O 12 
Jour de production 
---- - -- - 
Figurc 3. Production de sophorolipides en trlcnmcyers de 1000 ml j: 
chicaites (quantification gnvimétriqur. protocole #P3C) 
RECOMMANDATIONS 
* Conserwtiort cles ~clrttrir dluns : 
Comme il  s'agit de solutions biologiques. t'entreposage risque de changer les cancteristiques du 
milieu. Toutefois. ripris deux mois d'entreposage de la solution brute a 4°C. les solutions dr 
biosurfactants ont conserve des quantités similaires de biosurfactants. de biomasse, d'huilr 
résiduelle et de glucose. L'identification des biosurfactants par chromatographie en couche mince 
(PERrP3F) ne permit pas de détecter de changement de nature des biosurfactants après drus niois 
d'entreposage. 
LIMITES DE LA METHODE 
La tension dc surface. une méthode commune pour evaluer Ia conccnrration de biosurfacrants ~ b n \  
le milieu. ne peut être mesuvie avec la nicdiodr du Nouy (PEftP3G). en nison de l'huile priseilte daris IL. 
bouillon de production qui cause des intrrfcrrnces. II faut donc passer par une purification des 
surfriaants et une solubiliwtion pour ivatuer la tension de surface. 
La production dc 1600 ml dc milieu dans des srlenineyers de 6 000 ml i chicanes sous Irs niCriie:, 
conditions donnent des rendements en biosurfrrctants moindres (plus de 25%) tel que montr i  i Iri figure 
4 Des productions peuvent i i r e  rtialisees en erlennicyers d'un litre sans chicanes, en gardant uii t'ricisiir 
de reniplisscigc niasiinril de 10% et uiie vitesse d'agitation d'au moins 200 rpm. La producrioil cil 
erlenmcven de 6000 ni1 sans cliichanes sous les rnëtnes conditions ne permet pris de produire drs 
quantitcs significatives de surfactants (voir figurc 5) et ceci pournit tire dü i uni: limitation cn rix~gctic. 
(Desphande et Danicls, 1995). 
O 1 2 3 4 5 6 7 8  
Jour de production 
Figure 1. Production de sophorolipides en erlenmeyer de 6 000 ml 
avec chicanes 
-- 
Suivi de fa produclion des SLC804 (gnvimdtrie) 
jour de production 
Figure 5. Production de sophomlipidcs en crlenmeyen de 6000 ml (sans 
chicanes) contenant 2000 ml de milieu 
6. ANNEXES: MODIFICATIONS 
PROTOCOLE EXPËRIMENTAL 
Protocole #: P3C Pages: 
Date Début 0 1-97 
I 
Date lin 10-97 1 
Autcun: Muriei Gueissru-Teufel I 
Approuvé par: Signatures: 
Titrc: Méthode d'rtxtnction des sophorolipides (biosurfactants), de la biomasse ct de I'huile risiduelle di1 
milieu de productioii. 
Mots  clcs: pnvirnetrir. Ciirniidtr bombicotu. glucose. acétate d'lihyle. 
L'objectif de I'expcrirncr est de rfcupirer la biomasse. les biosurfactants. l'huile vegiwle ésidurlle et la phase 
aqueuse du milieu de production des sopliorolipides par Candida bombicoh ATCC 23214 (PEHP3B). La 
séparation des phases est realisée avec de I'acctatc d'éthyle. La biomassc. les sophorolipides er l'huile 
végétale sont quantifiis par gnvimctric. La quantification du glucose résiduel est rkrilisir piiï 
spcctropliotométric sur la phase aqueuse (protoçolc P3D). 
2. MATERTELS 
- tubes 3 centrifuçer de 50 ml  (nalgcnc): 
- pipettes en m; 
- ccnrrifugcusc: 
- acétate d'éthyle (environs 100 ml  par ichantillon): 
- hexane (environs 30 m l  par échantillon); 
- pipeues pasteur, 
- cupules en aluminium pour poids sec de la biomasse: 
- fioles jaupics de 25 ni1 et 100 ml: 
- tubes en verres de 15 m l  (deus par ichantillon) 
- fioles a sciniilltitions (unc par échantillon): 
- bailon de 500 m l  s'adaptaiit au rotavap (Biichi): 
- rotrivap (appareil pour faire ivaporer le solvant) installe sous la hotte: 
0 1 c h -  Poids sec 
-0 min. 70 min. 
Phasc organique . 
2 
Phsc  organique 
Phnsc aqueuse 
l Surnageant 
Figure 1. Schéma des Ctapes 2 à 12 de Iri méthodologie 
Surnageant 
Ajuster le bain du Romv3p entre 70°C et 80°C: 
l'aide d'une pipeitr. prendre un Cchantillon de 10 ml. le plus homogine possible (Le. maintenir itiic 
certaine agitarion I o n  de l'échantillonnage) et les mettre dans un tube i centrifuger de 50 ml (tubei: 1 1; 
Prendre le pH et la tempenture. s i  désiré et centrifuger i W C .  8500 cpm durant 20 minutes. Ne pas 
oublier d'iquilibrer les ecliantillons dans la centrifugeuse; 
Transferer Ic surnageant ( i l  > a normalement dctis phases) dans un autre tube a centrifuger (tube #2) et 
mettez-le de cote. Prendre le tube # l  e t  y ajouter 5 ml  d'eau distillie et 20 ml  d'acctate d'cthyle (trimillez 
sous la hone 5 partir de cc moment): 
Resuspendrc le culot avec te vortex et renicttre le tube # 1  i centrifuger sous les mèmes conditions qii'it 
I'etripel, pour 10 minutes: 
Xprks la centrifuyatioii. sonir le tube di f de la centrifugeuse et tnnsfGrer le surnageant (2 pliaes) dalis Ic 
tube #Zr 










.nnsfenr dans une cupule d'aluminium prtialabtement pesée. Mettre la cupule dans un four à IO5'C 
usqu'a I'aneinte d'un poids constant (24 heures suEsent habituellement). Calculer le poids sec (g 
>iomassc produite! I de bouillon de production) selon la formule suivante : 
(J$/eine - .\./vi&)cupule ( 8 )  1000 (mlfl) 
10 (ml) 
hpircr le tube a'l et le iiiettre j, senirifuger i 1000 rprn dunnt une minu~e. Cene ctape aide a separer Ir., 
deus phases; 
Sortir le tube de Iri centrifugeuse wec précautions. A l'aide d'une pipene pasteur. retirer la plus grmdc 
partie de ia phase orgriiiique ei la tnnsferer dans une fiole jaus i r  de 100 nil: 
Ajouter 10 m l  d'acthic dYrliyle au tubc if:! contenant la phase aqueuse mélanger Irs deui  phases ;III 
vones dunnt l 5 srcorides. par pulsions: 
Centrifuger le tube B 1000 rpm dunnt une minute; 
RipGtsr lss étapes 8.9 et I O  deus autres fois (3 estnctions au tord): 
Prendre la tlolc jaugtie de 100 m l  contenant les phases orgoniqucs d'extraction et compléter le voliiiiw 
avec de l'acétate d'citli~lc. Bien agiter avec un bouchon en (pas de paraffine). Prdever I O  m l  n\ec 
une pipette jaugée et les mettre dans un tubc en verre de 15 ml (éch;intilIon pour entreposer 4OC pour 
protocole P3E. qu~ntif icaiion des sophorolipides en phase arganiquc). 
Mcnrc le reste dit contriiu de la fiole jougie dans le ballon s'ajustant sur le bec du rotrivap. Le t i w r  i 
Pappareil. Panir l'eau de rcfroidisscmcnt et ajuster le vide i 240 mbars (vlr i f ier dans Ir niantirl 
d'instruction). Ajuster la vitesse de rotation du ballon et Cvaporer le solvant grossi~rcmcnt (ix. ne pas 
faire scchcr le résidus); 
Ajouter le contenu d'une pipette pasrcur d'acftate d'éthyle dans Ic ballon contenant le résidu collaiit. 
Pipetter le résidu ct le tnnsferer dans un tubc a centrifuger (tube 33) préalablement deshumidifié et p w i .  
Rincer le ballot1 avec le iiiiiiiniirni d'actitote d'iiliyle (pipette pasreur) qui est nussi mis dans le tube $ 5 .  
Placer un bouchon en caoutchouc (comportant une ouvenurc de mtme raille que le bec du Roavûp) sur le 
bec du Rotavap (voir figure?). I t  faut que cc bouchon soit scné sur le bec. Pcrccr un trou dans uii 
bouchon bleu des tubes ii centrifuger, qui pcrrnenn de I'inscrer sur Ic bec du Rotavap. Fermer le tube =3 
avec ce bouchon et placez-le sur le rotovap. de façon it ce qu'il soit accoté au bouchon de caoutchoirc. 
Scellez génereusemcnt Ir: tout avec du papier pamfine et débuter i'ivapontion sous les mêmes conditions 
que préctidernment. LI faut que tout Ir solvant soit tvaporc avant de retirer le tube (vérifier dans le ballon 
de récupintioii de solvant s'il y a encore condensarion. Laisser évaporer au moins I O  minutes; 
Bouchon de caoutcliouc 
Bec dti Rotavap Bouclion plastique percé 
Tube 3 centrifuger dc 50 
Figure 2. Modifications pour i'evaporation du solvant 
17. Une fois I'évapantion terminée. retirer le tube et laisser refroidir le r6sidu (d'odeur sucrée, de teaure 
mielleuse). Ajouter 20 m l  d'he.ane au tube #3 et bien agiter au vonex. Le residus prendra alors 
l'apparence de flocons beige. Laisser reposer une nuit le tube fermé. aprés quoi centrifuger a 10 000 rpm 
durant 20 minutes. Verser avec soin la phrise liquide (hexane - huile tésiduelle) dans une fiole i 
scintillation prkalablemeiit pesêr. Rincer deux fois encore ii IDhe.sane les risidus (maintenant sous fornie 
poudreuse. de couleur cRmeuse) et mettre le liquide dans la fiole. en prenant soin de ne pas isnrrainer les 
résidus. Laisser ia fiole: ouvene sous la honr pour 2 nuits (ou jusqu'ii poids constant) et peser. Laisser 
igalcmtnr le rube 5 centrifuger #3 qui contient les risidus blanchitre à sécher sous la honr ~ i l 5 ~ l i ' : l  
I'ancinte d'un poids constant. Peser. 
18. La concentration ( d l )  d'huile vkgétrilir prisente dans Ic milieu de production correspond j, : 
19. La concrntntion (gl) dr biosurfactants produits dans Ic inilieu de production est de. 
20. Les biosurfactants rticupcris peuvent Cire pases au manier. ce qui permet d'obtenir une poudre. 
4. REFERENCES 
COOPER D. G., et PADDOCK. D.A. (1984). "Production o f  a Biosurfactanr from Torulopsis 
bornbicola." An~i ied  and Environmennl Microbiolow J7( 1 ): 173- 176. 
ZHOU, Q. H., et KOSARIC, N. (1995). "Utilization of Canola Oil and Lactose to Produce Biosurfrictant 
with Candida bombicola." JAOCS 72(1): 67-71. 
DAVILA. A.-M.. MARCHAL. R. et VANDECASTEELE. J.-P. (1994). "Sophorose Lipid Production 
fmm Lipidic Precursors : Predictive Evduation o f  Industrial Subsmtes." Journal o f  Industrial 
Microbioloizy 13: 249-257. 
La figure 3 présente les mesures obtenues pour le  suivi de la biomasse, de l'huile et des sophorolipidss lors 
d'une production en réacteur de 80 litres, a panir de mélassc non nffinCt er d'huile veperale usée. Les quatre 
premiers points de chaque courbe reprisentent la moyenne de 3 échantillons diffircnts pris au même moinent 
er extraits séparément (données au tableau 1). Les barres d'erreurs reflétent l'erreur expérimentale associtk ii 
la mcdiode d'estnction. 
En pencnl. I'erreur est toujours infërieure 10 % (voir tableau 1). Les erreurs les plus siynificati\es soiit 
observées aux premiers jours de production. là ou Ics quantités rccuperées sont faibles en biomasse et cil 
sopliomlipides. En t h  de production, les erreun sont faibles et pcrmenerit d'obtenir des résultats 
reproductibles (donnies non présentées). La variabilité des ksultats pour la recupention de i'huile vti&ilc 
est cependant plus Elevde. surrout en début de production, Comme les biosurfacrants sont a ce moment ei i  
tres faible quantite. I'liuile ii'cst pas encore irnulsifitie. ce qui rend un échantillonnage diflicile.ll se peut 
cepandant que I'ichantilloniia~e soit aussi dif ici le en fin de production. en nison de la forte concrntntioii en 
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sophorolipidts qui rend [a solution dense et change sa rhçologie (Davila er a[., 1992). 
Suivi de la production 
R02 s i  
- -.A.. - Huile 
. - .x... P' 
O 2 4 6 8 10 
Jour de production 
- -- -- - 
Figure 3. 
Tableau 1. 
I ~ n a l y s e  d'erreur sur les extractions - gravimétrie 
(sophorolipides (SL), huile, biomasse (X)) 
Jour a b ' c  
12- Huile vegetale 
Moyenne Écart- * 
Concentration (gfl 
Jour a b c Moyenne Ècart- 
t Y P  
O 2.5 1 2 1.7 2 0.3 
Erreur (%) 1 
Le protocok teI que décrit fut modifie par rapport a ceux publics dans la littérature ou les exrnctions sont r e a l i s k  
1 I'aide d'ampoules à décanter. Cette m6thodc ne permet pas d'obtenir un résidu propre (ne comportant pas 
â'irnpuretEs visibles). De plus. la sepantion des phases I o n  des cxtnctions était tris lente cr donnait souvent litxi 
1 une troisième phase a l'interface entre la phase organique et la phase aqueuse. C'est pourquoi il fut dicidG de 
briscr L'arnulsion (la "troisiémd'phase) par centrifugation niodir i r .  t'application de cene niCih& donna de trrs 
bons ksultaa et diminua significritivenient le temps consacré aux cxtnctions. tout en mininlisrint 13 vaiwllc 
ernplo~ee t It tnnsfen des éclirinrillons d'un récipient 1 I'autre (minimise l'erreur). 
Les sophorolipides itaicnt originrtterneni quantifies directement dans le ballon ii ivapontion de 500 ml allriiit ;III 
Rotmap. Par CeKr rn i thde. il était cependant di fticile de les recuptircr car ils etaient scchis et col l i s  sur I:i paroi 
au fond du ballon. De pltis. 13 inasse des sophorolipidrs ricupircs etait minime par nppon i Iri mrissc du b a l l ~ ~ i  
sec. ce qui risquait d'rntrainer des erreurs significatives. Polir ces raisons. il fut decidk de h i re  Cvaporer Ic. sdvriiii 
directement dans des tubes i crntriruger. moyennant quelque bricolage du Rotavap (tïgure 2) .  
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L'objectif de l'expérience est de déterminer quantitativement la concentration en glucose dans un milicu 
aqueux 
2.00 MotérieIs et Méthodes 
&latériel : - Fioles jaugees de 1, 10.25. 50 et 100 ml : 
- Micropipettes (ZOpl, l00pl et 5ml) ; 
- Serinips Hamilton gastight RN (Iml. 5ml) ; 
- ~ ~ r o u v e r t r s  en verre de 10 ml : 
- HSO, concentre 95.5% (SG 1.84) : 
- Phénol : 
- Cuvettes Hach pour analyse colorirnétrique (visible) ; 
- Spectrophotomktre ; 
Méthode : 
Solutions standards 
1 .  Préparer une solution stock de 1 g!L de glucose. 
2. .i partir de 13 solulion stock. priparcr des solutions standards de glucose qui serviront au t nc i  de iri 
courbe de calibntion. Les concentrations doivent ëtre comprises d m  la plage de 10pgiml i 
100pgA : 
exemple : 100 pr/ml= 5 ml @ 1000 pdml  dans une fiole jaugée de 50 ml : 
75 pdml =r 3.75 n ~ l  3 1000 p@ml dans une fiole jaugée de 50 ml ; 
50 pgfml = 9.5 ni1 fg IO00 pdml dans une fiole jriugie de 50 ml : 
25 pg/rnl= 1.25 ml @ 1 O00 p g h l  dans uni: tïole jaugie de 50 ml ; 
(Note : prendre les seringues de I ml ). 
Riacrifi- 
1. Acide sulfurique concentrti i 95.5%. SG = 1.84: 
3. Solution de phenol concentrie i 80%(p/p): 
Ajouter 20 gnmmes d'eau distilke ii 80 grammes de phénol. 
Préparation rlrs ichunrillons 
1 .  2 ml d'une soIution aqueuse contenant entre 10 et 70 pgfml de sucres (faire les dilutions nécessaires) 
est pipettee dans une eprouvette en verre Hach dc 10 ml: 
2. Ajouter. a l'aide d'une micropipette. 50 pl de solution de phinol 3 80%; 
3. A l'aide d'une micropipette de 5 ml (dont le bout du distributeur est coupe pour faciliter 
l'écoulement). ajouter rmidemcnt 5 ml d'acide sulfurique (sous la hotte). Diriger le jet sur Iri 
surface du liquide plutet que sur la paroi de l'éprouvette. pour assurer un bon melange; 
4. Laisser reposer les tubes durant 10 minutes. En profiter pour allumer le spectrophotornétre. qui a 
besoin d'être *wkhauffè" avant les analyses. ainsi que le bain thermostate a 35°C-30°C (on poum 
utiliser le bain du roturup); 
5. Agiter les tubes ct les placer dans le bain durant I O  à 20 minutes: 
6. Bien essuyer la surtace des éprouvettes avant la lecture au spectrophotomèrre: 
7. hrlesurer I'absorbance h 490 nm. 
Sprcrrophotomi~re.- 
Suivre 13 démarche indiquer dans le manuel d'instrucrion (au laboratoire GC). pour lecture dans Ir 
domaine visible. 
3.00 Conservation dos échantiltons 
Solutions stocks de giucose: ces solutions. conservées à 4°C à l'obscurité, sont stables pour plusieurs 
mois. 
Solution de phenol (80%): Cette solution, conservée à 4OC a 1-obscurité. est stable pour plusieurs mois 
(une coloration jaune poum ûppanitre. mais celle-ci n'interfiren pas avec les analyses; toutefois. 
s'assurer de faire un blanc): 
~rotocoie: FORh.ITEXTEPE3D . version: 1 . hge:3 .c/windows'pe.dac. 96-06-07 
La couleur (après étape 5) pour mesure de l'absorbance est stable pour phsieurs heures: les lectures 
peuvent ëtre effectuées plus tard si nécessaire. 
4.00 Résultats 
Voici les lectures obtenues pour une courbe de calibntion du glucose: 
Courbe de wtibntfon du glucose 
30-10-97 (p.35 cahier hbolV65) 
Concrntrrtion mlm l 
- - 
5.00 Recommandations 
Prr'cision des lectures 
Il est recommande de ne conserver que 2 chiffres aprés la virgule sur les lectures du specuophotomitre. 
Dilutions 
Tenir compte des proportions lors des dilutions. Par exemple. il est foncmenr suggiré de faire 2 
dilutions sucessives ( Iml dans 10 ml. puis 1 ml dans 100 ml pour une dilution finale de 1000X) qu'en 
une seule étape (1 ml dans 1000 ml). Pour des volumes i mesurer inférieurs ii 100 pl, l'usage d'une 
seringue plutôt que d'une micropipette est suggéré. L'imuortsint est de garder la mëme urockdure mur  
toutes les analvses d'une mEme exuérierice. 
Influence du mifit!ii rl'ariafysc vs le niilirtr de calibration 
Les éléments pnisents d m  le milieu analysés poumient influencer la mesure de concentration en 
glucose. Dans le cas de l'analyse de phases aqueuses extraites à l'acétate d'éthyle (PE#PX). une ruial!.sc. 
de variance a éte effectuée pour évaluer L'influence du solvant residuel (solubilité = 10%). Les mesures 
~rotocole: FORMTEXTEPE3D . version: 1 , Paçe:4.c'window5'pe.doc. 96-06-07 
ont été réalisées pour une concentration de 50 pdml en glucose (le milieu de la courbe de calibntion). 3 
diffërents pourcentages en acétate d'éthyle (0%. 1%. 5% et 10%). 10% étant la concentntion ma~irndcr 
possible de solvant dans Ia phase aqueuse en raison de la solubilité. Pour chaque concentration. sis 
iprouvettrs diffirentes furent analysées. Les lectures d'absorbance it 490 nm furent les suivantes en 
fonction de Io concentration en soIvant (r.C cahier de labo 28, pages 93-95): 
L'analyse de variance stir ces donnees ne permet pas de mettre en tividencr toute intlurnct: de I'rictitrirr. 
d'éthyle sur les mesure de glucose dans le milieu. Cependant, pour assurer les analyses. il est tout dc 
méme suggkré de priparer des soiutions de calibntion ji 5% d'acétate d'éthyle, de même que les 
solutions nicessaires aux dilutions. 
0% solvanr 
0.85 
t e s  mesures suivantes permettent de vérifier la qualit4 des analyses: 
Une courbc dc calibrntion doit erre &K ii chaque fois que l'on utilise le rpectrophororndtre. 
Un blanc (ou l'échantillon est remplace par de t'cau dist i lk)  doit toujours Gtre fait en début de 
mesures ( i l  pourra également Strc repasse cntrt' deus tkhantillonc): 
I i  est fortement recommande de faire des tnpiicata. Si les nisultlats sont satisfaisants (ix. peu 
de variation dans les mesures). effectuer au moins un duplicata à toutes les IO ou 20 mesures 
Un contriile ou lit concentntion en glucose est connue (mais qui ne provient  as des solutions 
srokcs). dc préfërence un milieu contenant les mëmcs Clemencs que celui analyse (Le. pas 
seulement de l'eau distillée et du glucose); 
Un ajout doud. ou on ajoute une quantité connue de glucose 3 un échantillon qui est égalemeni 
analysé: On poum alors comparer les deus mesures et déterminer si on mesure bien la quantirt: 
ajoutée: 
f % solvurit 
0.86 
6.00 Limites de In methode 
5% so/vunr 1 10% solvant ' 
0.78 I 0.84 
S'il y a trop de matieres en suspension dans le milieu les lectures seront totalement instables. II faut 
dors filtrer les Cchantillons. 
Dubois. M.. Gilles. KA.. Hamiiton. Reben. PA., and Smith. F.. Colon'c Method for Determination of 
Sugars and Related Substances. .4ttulyicui Chemistn. Volume 28, n03. March 1956. pp350-356. 
I 
- -  - 
1 Date f i n  1 
I 
PROTOCOLE EXPEWMENTAL 
Protocole #: P? E 
Venion: 1 
I Date: / 1 
Pages: 
Date Debut:22-04-97 
- L 1 1 
Auteun: Muriel Gueissaz-Teufel 
t 
1 
' Titre: Quantification des sophorolipides (biosurfactatirs) par methode indirecte: analyse du glucose düiis In 
phase organique: 
Mots cl&: Biosurfrictnnis. Candida bombicofa ATCC 2221 4 .  phase organique. acewre d'éthyle, niitliade 
colorimctriaue, ~hénot. hvdrolvst.. 
Approuve par: 
Les sophorolipides sont des biosurfactants produits par Catididu bombicolu ATCC 222 14 (PE#P3 B). Parmi les 
mdhodes de quantification des biosurfiictants se trouve la méthode gnvimétrique, aprk  extraction du bouillon de 
production et lavage i I'hesaiie de la pliasc organtque préalablement évaporée (PE#PX). 
Signatures: 
II est cependant possible d'évalurr la conccntntion en sophomIipides dans la phme organique, i v i m t  les iwpes 
d'ivaporarion et de lavage P I'hexanc. En cffer. dans ccne phase sont concentris les sophorolipides. i'huilr 
vég631e risiduelle du milieu de production et I'acCtate d'Stliylc ayant senti d'agent d'extraction. 
L ObjecfiJ de I'cxpiriencu clrr (IL' rlderntiner q~tutt~iiutivenrent. pur Ir biclis de l'hvdrolpe drs mrllJçtrle.~ 'IL* 
sopltorolipide~ er d'infvr~~rariuns rrirciirrales. lu concettrrctriurt en biosirrjiacrcints de type sophorolipidrs upNs irrrr 
rxtracriot a I'artktrr d'dhylc. 
L'estrémiti hydrophile des sophorolipides est un sopliorose. Le sophorosr est un disaccharide, formi de 
deus monosaccharides liés l'un i l'autre par une liaison glucosidiquç entre le carbone anomere de l'un et 
l'hudrosyle de l'autre (figure 1). L'hydrolyse des sophorolipides par un acide fort devrait domer- en 
rompant les lien glucosides. deus unités de giucose (glucopyrannose) par molecule de sophomlipide. En 
se basant sur I'annlysr structurale des sophorofipidcs réalisée par Asmer et ses collaborateurs (19881. on 
peut estimer une  ril leur moyenne de masse moIéculriire pour le  mélange de sophorolipides produit dunnt 
la fermentation. Une valeur moyenne de 1.9 1 g de sophorolipides par gramme de glucose fut utiliser par 
Desphande et Daniefs ( 1995). 
Aprés extraction a l'acétate d'éthyle du bouillon de production, une andyse du glucose par 
specmphotoméuie dans la phase organique permet de quantifier les sophorolipides : I'hypothëse est frriis 
que le glucose présent dans cette phase est essentiellement associé aux biosurfactants. puisque le glucosc 
(hydrophile) présent dans le bouillon de production (non consommé) demeure dans la phase aqueuse. Dc 
plus. comme la production de sophorolipides se chiffres en 1/1 d b  les premiers jours de production. 13 
dilution des échantillons s e n  suftisamment grande pour que l'analyse suit toujours reriliske sur des 
échantillons aqueux (avec au plus 10% de phase organique solubilisée). Cette d~mnrche fut sui\ ie piir 
Desphsinde et Dmiels ( 1995) pour la quantification des sophorolipides. qui n'ont toutefois pris prticisr. lcs 
limites de Io méthode, ni sri précision. Leur quantification était ridisce par i'essrii a l'anthrone. niais ccitc' 
méthode est de précision limitee pour des sucres méthyles et des pentoses (Dubois er al.. 19561. 1.:~ 
méthode au phénol est efticacr pour les polysaccharides (Dubois er al.. 1956). 
Figure 1 : Structure d'un biosurfactants sophorolipide SL-l(tire de 
Asmcr er uf.. 1988). Ac= groupe acétyle. Fannule chimique = 
C34Hj8Ol4 
3. MATERIEU ET METHODOLOCIE 
Voir le protocole expCrimenta1 #P3D. Faire ta courbe standard avec des solutions à 5% d'acétate d'ithylr. 
Le standard utilise est le glucose (Desphande et Daniels. 1995). Diluer les échantillons avec de I'sriu 
distillée. 
4. RESULTATS ET RECOhIMANDAnOKS 
Lc tableau 1 illustre les rgsultats obtenus pour differcnts échantillons (r.f. cahier labo 65. page 69). L'rrrcur 
moyenne sur les mesures (triplica) est de 3%. 
Ces mëmcs rcsultats sont iliustr6s sous forme graphique. en comparant tes données obtenues par 
gnvimitrie (figurez). 
Tableau 1: Concentration en sophorolipides estimic par spectrophotornetrie ( 1.9 1 g SUg glucose: 
coube standard: y = 0.0 195s). 
. -. . . . . - . - - - 
:ml solution &atysé~/m~ 
bouillon 
' ÉrhantMon 
ex: 25ml analysésllrnl extrait x fOOml 
extraitsll0ml échantillonnés 
Notcs:CBO6 = milieu de production a base d'huile vigeute vierge et glucose. non stêrilisi. en 
erlenmcyer de 1000 ml. 
Dilution* 
ROI = milieu de production ii brise d'huile vegérrile usée et de mclssc non raffinie. non 
stirilise. en dscteur de 80 litres. 
SL = sophorolipides 
Absorbance 
a b c ' Moy 
Ëcart- Conc.SL Conc.SL(g/l) 
type 1 (g4 / OravimdUie 1 
- -- - -. - - . -  - - 
Suivi de Ir production - 
Ra2 SUM dr ia production -C806Ut 120 120 
1 O0 100 
Jour ae producnon Jour de produmon 
+grawmCme . . .+ . . Specirophotornaaie Agraum&(nc . . . .. speufophotomCtne 
Figure 2. Companison des rnCthodes de quantification des sophorolipides. 
En comparant avec les données obtenues par pnvimetric. on observe de gnnds icarts entre les mesurcil. 
poniculiércrncnt a panir de la moit i i  de la production Cjour 4 et +). Les mesures par sprctrophotoniitrir sui\r.tii 
tourefois la tendance des mesures gnvimétriques. Les explications peuvent étre nombreuses. itant donni I;i 
compltxitC du milange de sophorolipides produits (formes acétyl&s ou non). la différence entre les substrats 
alimentes dans les deux productions et leur influence sur la structure des sophomlipidcs. Selon Asmer rr '11. 
(1988). les formes non acitylks de sophorolipidcs (SL-6) sont formées en premier par les micro-organismes pour 
ensuite Cvoiuer vers la forme SL-I (acdtylie). Cenc dernière. dans les conditions de production présenties. petit 
fonner de 50% a 75% de 13 masse iotalc produire (Zhou et Kosaric, 1995). 11 est dans ce cas probable quc la 
rupture des liens glucosidique et l'hydrolyse des malecules n'aient pas C r i  complitcs lors de la réaction avec Ics 
formes acitylies. 
La mtthodr de quantification au phénol devrait étrc mise au point de façon systimatique. La mithode de 
quantification 9 I'anthronc devnit igalcmcnt être CvaluCe pour voir s i  elle s'applique mieux. Pour i'insiant. la 
methode colarimetrique au phénol de quantification des sophorolipides en phase organique ne devrait pris Girc 
employce seule : elle permet tout au plus de voir l'ordre de gnndcur de la production. 
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Mois clb:Biosurfacrants. lipides. Cmrdida bombicola ATCC 222 14, séparation, gel de silice. 
Protocole #: P3F 
Version: 1 
Approuvé par 
L'objectif principal de I'exptirience analytique est de confimer la prisence de sopharolipidcs dans Ir milieu 
de cultivation dc ca~rdi~Iu ban~bicola ATCC 22214 (PE#P3B) extrait à l'acétate d'éthyle (PEHP3C). 
L'identification exhaustive des sophorolipidcs n'est pas visie. ni leur quantification ait à I'acitate d'éthyle. 
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+ Chforoforme (CHC13). grade HPLC, Fisher 
+ Méthariol (CH30H). grade HPLC, Anaclrcnria 
i 
+ Eau Accusolv. grade HPLC. Anacheniia 
Faim Is solution de solvant suivante1.23: 
6SllSl2 (CHC~~ICH;OH/H~O)(V~V/V) 
Le volume nécéssaire pour chaque développement dépend du volume de la chambre et de la hauteur de 
solvant desirée. Pour ta chambre Sup&o disponible au hbontoire (voir sous a matériel ») et pour une 
hauteur de solvant de un cm il faut disposer d'environ 150 ml  de solvant pour chaque dévetoppemeiit. 
2 II est important de toujours faire la mime procidure pour que les solutions soient toujours identiqiirs. 
Prêfênblemcnt. faire la solution de solvant juste avant son utilisation. puisque le chloroforme ués vol;itil 
à tendance i s'évaporer au-dessus du milange de solvants et change les pmpartions.. 
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3 A ause des enthalpies de mtlange, toujours mesurer les mClanges sdparément puis les mélanger 
ensembles ; le volume total ne sera pas nécéssaircrnent la somme des volumes avant melange, d'ou 
l'importance de suivre la même procbdure h chaque fois. 
2. Riactifs a dttection Al et A2 
O a-Naphtol 
O Méthanol 
0 Acide sulfurique 
A l  :- Préparer une solution de 0.5% a-naphtol dans 100 ml de rnithanol-acide sulfurique ( 1  : 1): 
50 ml acide sulfurique + 50 ml méthanol + 0.5 ml a-naphtol 
A2 :- Solution d'acide sulfurique concentre (95%): 
Riactif a détection 8 
D- Anisaldih ydc (98%. Aldrich Ckniicals) 
Acide sulfurique concentrC (95-98%. Anachernia) 
Acide acétique glacial (99,7%, Anachernia) 
- Faire la solution en comrnencant avec l'acide acdtiquc d m  un bain de glace; 
- Ajouter doucement l'acide sulfurique conccntrt ; 
- Ajouter I'anysaldChyde. 
Une fois que la solution est froide. la retirer du bain. 
4. Standards internes 
O ChoIrsteroI (5-Cholestcn-3kol) (9995, Sigma) : 1 mg40 ml d'acétate d'éthyle ; 
ChoIcstdryI accuitc (3kAcctoxy-5-cholestenc ; 5-Cholestcn-3bol) (C29H4802) (Signtuj : 
1 mgllOrnl d'acitate d'Cthy le. 
MATERIEL: 
Micropipettes capillaires (1 pl) (Drurnnio~id) 
Plaques B CCM 20 cm x 20 cm x i mm Kicsegel60F25~ (M'erck, Darmstadt, Allemagne) 
O Chambre a développement Alhich 27.5 cm x 27.5 cm x 7.5 cm (avec crite) 
O PulvCrisateur a CCM Supclco 
Riglc 
Crayon a mine de plomb grasse 
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3. METHODOLOGIE 
TOUTES LES MANIPULATIONS DOIVEXT SE FAIRE SOL6 L A  HOlTE. AVEC GANTS (2 PAIRES XlW). SARRE.4C' ET 
LtlrlElTES~LES REACTIFS NE SONT PAS L'SER FRIESDL) .... 
1. Développement 
0 Mettre Icm de hauteur de solvant dans la chambre it dévcbppcment (150 ml, cyiindre gradue de 350 ml) 
et fermer la chambre avec la plaque en verre pour saturer I'atmospere de la chambre en solvant ; 
0 Decouper 13 plaque si nécessaire : . Avec un crayon à mine. faire ies lignes suivantes sur la plaque 1 K h i  (a panir de la base): 2 cm. 14 cm : 
Avec un crayon 3 mine. faire des points sur la ligne de 7 cm. i 2 cm de distance chacuns (voir figure I ) ; 
0 Avec une micropipene. prendre un échantillon de 1 ul du standard interne. Appliquer par petits coups 
O au niveau de la marque de 2 cm (sur un point) en touchant légèrement la plaque avec le bout de la 
micropipette. Laisser Ir contenu se vider par capillarité, sans presser. On peut soufflcr Iigeremenr sur la 
plaque au moment dc l'application pour limiter la diffusion du spor. Plus le spot est petit, mieux sen la 
scparation. Répéter 5 fois (pour appliquer&iJ. Jctcr la micropipene. 
RépCter pour les autres ichantillons ii analyser en distribuant les spots Cgrilemcnt sur la plaque ; 
O Rapidement. mais avec pricautians. entrouvrir la chambre de développement. A l'aide de pinces, y 
dèooser la blasuc, Iégèremcnt inclinée, LA FACE RECOUVERTE D'ALUMINIUM VERS LE BAS (s'assurer que la 
ligne de solvant ne touche pas les spots) et refermer immtdiaternent. 
O Suivre anencivement I'avancee du front de solvant sur In plaque. Lorsqu'il atteint la marque de 14 c m  
(environs une heure) retirer immêdiatement la plaque (et marquer I'arrèt réel du front) et la laisscr sicher i 
l'air. 
10 cm - 
Standard interne ~chantillon 
I "4 
> - -+-O-- -o.- - -0- -O-- 
Figure 1: disposition des échantillons sur la plaque (4c spots 1,). 
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2. Viualisation 
RwcTIFS A 1 ET A2 : 
0 Avec le vaporisateur, diriger le premier jet de réactif A l  (a-naphtol) a coté de la plaque. Quand Ir: jet 
semble uniforme, vaporiser de haut en bas la plaque, jusqu'ii ce qu'elle devienne translucide. 
0 Secher la plaque à l'air. 
O Avec le vaporisateur, vaporiser le réactif A2 (HzS04 concentré) de la même manière que le A 1. 
0 Chauffer la plaque a 120°C dans un four sous une hone jusqu'i ce que la coloration soit maximale. 
0 Marquer irnmediatement les spots (faite le taur avec un cnyon mine) 
a Vaporiser Le premier jet de réactif B (anisaldihyde) ii c6tt de la plaque. Quand le jet semble unifoniic. 
vaporiser de haut en bas la plaque, jusqu'a cc qu'elle devienne tnnslucide. 
0 Chauffer la plaque à 90°C - I2O0C, dans un four sous une hone. en tenant la plaque à CCM avec des 
pinces, durant 1- 15 minutes. Des spots colorés nppanhront. 
Marauer immédiatement les s ~ o t s  (faire le tour avec un crayon mine), placer ta plaque dans une chemise 
en plristique et faire une photocopie. 
Rincer le vaporisateur avec le solvant (CHC13JCH30WH20) aprés chaque usage. 
3. Calcul des Ry et Rx 
Les positions des diffcrrntes zones sipartes sur la plaque chromatographique sont ddcrites par les valeurs Rfet R, 
de chaque substance. Pour chaque spot (soluté) rivdlé sur la ligne de migration d'un Cchantillon initialement 
depost, on calcule : 
par nppon au solvant : 
,.RF) = 
Distmtce parcourue par k so W r i AJ 
Distance parcourue pur le front de solr.anr 
par nppan au standard interne : 
Distance parcourue par le soluré r i AI 
(Qi = 
DrStunce parcourue par le stmdurd X 
a L'iode n'est pas suggéri comme rcactif 5 direction parce qu'il ne permet fait pas sppanitre les 
glycolipidcs distinctement. 
Les Rx sont pius reproductibles que les Rf. 
0 Les plaqua a CCM rivélies peuvent être photocopiies et conservées avec une pellicule de plastique fine. 
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Toutefois, si une publication est envisagée, une photo serait nécessaire. 
Les valeurs des Rfdes sophorolipides devraient varier de 0.08 a 0.65 (Asmer er al.. Davila er al.). 
Tout le matbrie1 doit être rinçcs trois fois a l'eau distillie (grade WPLC), au méthanol et au chloroforme. 
Le développement de la chambre (avancic du front de solvant) prend environs une heure. 
4. REFERENCES 
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5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Le réactif à I'anisaldChyde(réactif B) s'est rCvèlC plus approprié et plus simple d'application que les réactif 
A l  et AZ. 
Le spot du cholcncrol n'apparait pas : il e n  trop polaire et semble entraini avec le front de solvant. Le 
I7a-hydroxyprog~timne. le lla-bydrorypmgntérone, de la cortisone et de la galactocerébrosidc 
ont par la suite é t i  employés et n'ont pas non plus été de polarités adkquates pour la plaque et le solvant. 
Aucun autre standard n'a été utilise par la suite. 
Une photocopie de chromatographie est jointe au document. Les marques laissics permenent de faire 
Shypathtse que des sophorolipides ant etc produits durant la fermentation (pour être cemins de leur 
identiti, il faudrait faire des analyses au HPLC). On remarque leplus gros spot qui identifie normalement 
les sophorolipides lactones SL-1. Les vakurs de Rf sont un peu plus Clevees que les valeurs publiits 
dans la l iairatun (de i'ordn du dizièmc). Ces i u r t s  peuvent Ctrc anibuablcs aux produits chimiques. 
aux équipements ou aux manipulations qui difièrent d'un individu à l'autre. Mais le fait que les spots 
soient rivélis dans cette plage, pour ce mélange de solvant et cette plaque de polaritb spicifiques 
augmente fortement [es probabilités que cc soient des sophomlipides. D'autant plus qu'ils sont produits 
durant la fermentation de la levure productrice (seul le spots de I'huile végétale apparait au jour O). Sur la 






t Auteurs: Muriel Gueissaz-Teufel 1 
Titre: Mesure de la tension de surface et déterminrition de la concentntion micellaire critique 
Mots clés: tensiomitrie. dilutions, mithode du Nou? 
I 
PROTOCOLE EXPEFüMENTAL 
Protocole #: P3G 1 Pages: 
L'objectif est de mesurer la tension dc surface d'une solution donnte, ainsi que de diterminer la concentntion 
micellaire critique d'un agent tensioactif. 
version: I 
- Tensiomètrc Fisher Scicntific Ltd, modèle 2l Tensiomat scmi-automatique; 
- Coupoles en pyrex de 80mm X 40 mm, #3 140; 
- Anneau de platine; 
- Eau distillée. éthanol; 
Date ~ é b u t  
Date En 
3. METHODOLOGLE 
- Calibrer l'appareil cn suivant les indications du manuel d'instruction, rangé avec le tcnsiomttrc (mettre 
un poids de 600mg sur un papier parafinne pose sur I'anncau de platine, ajuster le cadran pour que la 
tension soit d'environs 49.4 dynedcm- Ajuster si nécessaire en allongeant ou nccourcissant le bras du 
haut de la potence) ; 
- Rincer l'anneau de platine et les coupoles en pyrex à I'ethanol, puis à Seau distillée; 
- Mettre Som1 d'eau distillée dans une coupole et la diposer sur le plateau du tensiomètm; 
- M c m  en place Panneau de platine et libdrer la potence; 
- Lorsque I'anncau est stable, remonter le plateau soutenant la coupole (avec la manivelle a la droite drt 
i'appareil) et amener doucement la coupole de façon a ce que la surface du Liquide touche I'anneau de 
platine (figure 1). Ajuster l'aiguille du miroir au bout de la potence, de façon a cc que sa réflexion 
concorde avec le n e r e  m c i  sur le miroir. 
Anneau de olatinc 1 
Figure t . Mesure de la tension de surface 
- Mettre I'apparcil en marche, en relevant le bouton de mise en marche (en facc de l'appiircil). L'appareil 
applique une tension sur Panneau jusqu'â cc qu'il se ditriche de la surface du liquide. Lorsque i'anncau 
se dicroche de la surface. prendre la mesure de la tension de surface, au dixième prcs, sur lc cadnn en 
face de l'appareil. Rerncnrc le cadran i zCro ; 
- Ripiter la mesurc, cn nncant l'anneau a I'ithanol et a l'eau distillée, jusqu'a ce qu'au moins trois mesures 
de tension de surface soient similaires. La mesurc thioriquc de la tension de surface de I'esu distillit: 
devrait être de 72 dyndcm, nianmoins, les mesures avec Pappareil disponible au laboratoire sont de 
l'ordre de 76 dynedcm 9 78 dynedcrn ; 
- Suivre iri même procédure pour SOml d'une solution de concentration ou de dilution connue en rigrnt 
tensioacti f; 
- Tracer la courbe de la tension de surfacc en funcrion de la concentntion ou de la dilution et déterminer 
la concentration micellaire critique (CMC) (voir figure 2) ou la dilution micetlaire critique (CMD): 
Concentration en surf~clants 
Figure 1. Concentration micetlaire critique 
4. REFERENCES 
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5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 
- il est recommandé d'utiliser de la verrerie jaugCe pour faire Ics dilutions des échantillons : 
- L'éthanol peut être remplaci par de I'acitone, mais il faut toujours terminer par un riocage 3 i'ttriii 
distillée: 
- La prtsencc de deux phases ou d'impurcris dans la solution engendrc d'importantes interferences. de 
mime que ta prisencc dc mousse. 
SA I
Titre: Vtrification dc la puret6 du milieu de production de Candida bombicolu ATCC 222 14. 
Mou clés: 
~pprouvé  par: 
L'objectif e n  de virifier si la production de biosurfixtants par la levure C.bombicola est possible S partir de 
rejets industriels et dans un milieu non stérilise avant inoculation. II s'agit de vtrificr s'il y a eu croissance de 
microorganismes opportunistes autres que la h u r e  durant la production. La vdrificarion se fait par le biais 
de décomptes sélectifs sur gkloses nutritives cn dibut et en fin de production. 
I 7 ,iopro 
Signatures: 
Date: / / 
2. MATERIELS 
- GCloscs YM (voir protocole P3A). minimum douze (pour couvrir au moins 4 log); 
- GCloscs NG, minimum doute (pour couvrir au moins 4 log) : 
- Nuuient Bmth Difco ............ 0.8% 
................. - Extrait de levure. O, 1 % 
- Glucose ........................... 1.0% 
Agar 12% - ................*.............. 
- Mini iprouvcttes a microbiologie stériles (autoclavees); 
- Micropipette et embouts stirilcs (autoclavis); 
- "Tourne-disquen pour étalement sur pttris; 
- Pipettes en verre pli& pour étalement; 
- Éthanol pour disinfecter, 
- Eau saline stérile. 
1 Autcun: Muricl Gueissaz-Tcufcl 1 
PROTOCOLE EXPERIMENTAL 
Protocole #: P3H 
 ersio ion: 1 
Pages: 
Date Début 04-97 
Date fin 
Travailler sous la hotte stérile. Pour vér fler la pureri du milieu. des décomptes sont réafisis sur des grr'losrs 
fmorisunr la croissance de levures (YM) et des géloses fmorisanr la croissance des hetirorrophes (m. 
Ptilevcr un ichantillon homogcne du milieu a analyser (bouillon) ii l'aide d'une pipette stérile; 
Tnnsfirer le contenu dans une mini epmuvene. sous la hotte aerile; 
Meare 900 pl d'eau saline dans 7 mini ipouveaes (10-1 à 
Dans la première iprouvene. ajouter 100 pl du bouillon et agiter avec la micropipene (pipetter et rejeter 
successivcmrnt le contenu). I I  s'agit de Io dilution 10-1; 
Prendre 100 pl de la dilution -1 et l'ajouter a la prochaine mini éprouvene contenant 900 pl d'eau saliiir. 
Agiter avec un nouvel embout stirilr. 
Répéter les étapes 4 et 5 jusqu'i la dilution -7; 
Pour chaque dilution, prélever 100 pl et I'étalcr sur une gélose YM a l'aide de la pipcne plice et du tourne- 
disque. Rincer la pipcne a l'éthanol entre chaque opCrarion et la passer au bnileur. ia llasser refroidir 
avant de faire un autre étalement (on peut aussi travailler avec plusieurs pipencs: pendant qu'une refroidit. 
on utilise une autre): 
Faire 3 italemcnts pour chaque dilution. Répéter h procidure et faire des étalements sur 3 géloses NG, 
Les dilutions obtenues vont de 10-2 a t 0-8; 
Sceller les géloses identifiées avec de la paraffine et les incuber à 30°C; 
10. Suivre la croissance (normalement 2 ou 3 jours) et faire les décomptes. Ne compter que les pétris 
contenant entre 30 et 300 colonies. Calculer les unit& fomant les colonies (UFC). 
I 1 .  Observer au microscope les colonies, afin de diffircncicr les bactéries des levures ou les colonies entre 
elles. 
4, REFERENCES 
VANDEMARK, P. J., et BATZMG, B.L. (1987). The microbes : an introduction to their nature and 
imuortanct. Menlo Park, CA. 
S. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Des décomptes furent rialises sur un milieu de production a base de mClassc non raffinée et d'huile végctrilc usée. 
Ce milieu fut employé pour une production de 80 litres de solution de biosurfactants sous conditions non stiriles. 
Les r6ultats obtenus n'ont dv4lE aucune croissance de bactiries dans le milieu, cependant deux autres levures ont 
crû en pmlléle de C. bombicola Les dCcornptes exécutes au temps O de production (avant inoculation avec C. 
bortibicola) ont montré la présence d'une seule de ces levures étrangcns (2 log). Au bout de IO jours de 
fermentation, C. bombicola a crü de 9 log. et la première levure étrangcrc de 6 log. La seconde levure ttnnpere a 
augmenté sa concenuiition de 7 log. Ces levures croissent plus rapidement (2 jours) sur gdloscs que C. bombicolu 
(3 jours). 
Pour trouver l'origine de la contamination, des dicomptes ont été r6alisis sur les substrats utilisés et sur de t'extnit 
de levure. Ces composes ont dabord été incubis en milieu Iiquidc pour favariset la croissance des 
microorganismes afin qu'ils soient en asset grande concentration pour les diceler sur gCloses. 20 ml de milieu 
YM stirile liquide fut p r e p e  et mis dans un erienmcyer de 125 ml stirilc pour chaque substrat. 1% (ph)  de 
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substrat servit ci'inoculurn et ces préparations furent incubies à 30°C. 150 rpm jusqu'a apparence trouble au sept 
jours maximum. Ensuite 100 pl de chacune de ces culturcs Furent étalces sur des gelose YM et NG et incubks a 
30°C. 
Les risultats n'ont montré aucune croissance de microorganismes a partir de l'huile usct et de i'cxtrait de levure. 








Date: / / 
Titre:Lavages de sol en mode cuvct 
Mou cl&: Lavage, sol, biosurfactlints. agitation .température, TPH 
1 Auteurs: Muriel Gucissar-Tcufel 
PROTOCOLE EXPERIMENTAL 
~valuer la faisabilitt du lavage de sol avec des solutians de biosurfactants (PE#P38) ct dtudier I'rffct de Ici 
tcmpirature de iavage et de la concentration en biosurfactants sur PefficacitC d'enlèvement. Comparer Ics 
résultats avec des lavages ttalisb avec le Witconol SN-70, sous ses mcillcurcs conditions expirimenules 
déterminces lors de l'exécution du protocole P 1 A. 
Protocole #: P3 I 
1 




- Bain thermosoti; 
- 4 béchers en pyrex de 600 ml; 
- Witconol SN-70 (0,5%vh): 
- Solution de biosurfacimts produits par Candida bombicolu ATCC2221 4 (protocole P3B); 
- Sol contamine tamisé a I mm a contamini a 13 400 mglkg en c 10-~501: 
- C10-Cl9 : 3400 mflg 
- C20-C29 : 5000 mgkg 
- C3pC39 : 3400 mgkg 
- CJO-C~O : 1600 mglkg 
1 Provenance: site de raffinerie, contamination originale. 
3. METHODOLOGIE 
RAPPELS 
Les conditions de base des lavages découlent des rtsultats obtenus lors de l'exécution du PE#PIA (autre 
projet) où les conditions expirimentales de lavage étaient ivaluics pour différents surfactants synthetiqiirs. 
Les conditions itudiées étaient la tempênture de lavage. la vitesse d'agitation. Ir pourcentage de sol dan, la 
solution. le pourcentage de surfactant synthétique et I'atntion. 
Les résultats ont montre que le Witconul SN-70 Ciait le meilleur surfactant synthetique (entre le Wiiconol. 
I'Aquaquick ct le SDS} pour cc type de contamination. Ils ont Cgalement montre unc temperature optimale de 
lavage it 50°C (par rapport a 21 "C et 90°C) et que l'augmentation de l'agitation de 100 rprn a 300 rpm n'avait 
pis d'effet significatif. Un faible pourcentage de SOI ( 1  5% p h )  est plus efficace. Dans un autre projet (r.f. 
PFE K. Lussiet). il fut détermine que quatre cycles de lavage entrecoupés de 24 heures de décantation etaieiit 
plus cficaces que s'ils Etaient combines ii des itapes de rinçage. 
Chauffer Ir bain tcrrnostate SOT et y placer les solutions qui serviront au lavage, afin qu'elles soient it 
la mëmr rempénture; 
Menrc 3 x 22 g de sol sec dans trois béchers de 600 ml; 
Ajouter 125 ml de solution de lavage dans chaque bicher, 
Placer les béchen dans ic bain thcrmostaté, de façon a cc qu'ils ne bougent pas avec l'agimteur, 
Ajuster L'agitateur pnsqu'au fond du bécher; 
Agiter vigourcuscment dunnt 10 secondes (200-300 rpm) pour initier un bon mélange; 
Ajuster la vitesse des agitateurs ii 150 rpm et agiter les suspensions de sol dunnt 30 minutes; 
Laisscr décanter le sol lave d u m t  24 heum et soutirer la solution de lavage a l'aide d'unc pipette 
(mesurer le volume retiré); 
Ripeter les itapes 3 a 8, en ajoutant Ic même volume de solution de lavage que le volume retire ii l'étape 
8); 
10. Ap*s le quatrième cycle, retirer la solution lavant* avec une pipene, bien mélanger le soi lavé et le 
déposer dans un pot pour analyse des CIO-C~O; 
4. REFERENCES 
LEGROS, R.. PANNETON, C.. ROBERGE, F. et SAMSON, R. (1995). Projet sur ie lavage des sols 
contamin& atm hydrocarbures et aux métaux. Montréal (Québec), Cenue de développement 
technologique. ~ c o l e  Polytechnique de Montléai. 
SELVAKUMAR, A.. MAJ.. RAY, A. et BORST, M. (1995). "How to Choose the Right Surfactant. 
Screen Various Products to Find the Best Solution." %(Mars): 32-36. 
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5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Dts essais de lavages ont été complétés à partir de la solution de biosurfactants provenant du 9iénle jour de 
production de l'expérience R02. Les essais. réalisés en triplicata. compartnt les effets liés ji la concentration en 
biosurfactlints et h la température dc lavage. 
La matrice des essais de: lavages avec les solutions de surfactants figure au tableau 1. en fonction de la tempirature 
de la solution de lavage. Les concentrations rédiduelles totales en CIO-C 50 dans Ir sol lavé sont donnies pour 
chaque essai (moyenne de triplica). Des analyes di: C 1 O-C 50 sur t'huile vcgiralc utilisée pour la production Je 
biosurfactants (qui n'est pas entièrement consommée et demeure présente dans les solutions de lavage brutes) otit 
montre qu'elle est formtie de C ~ ~ T I ~ O S C S  de polarité scmbtablc aus CIO-Cj0. En effet, des conccntraticins allant de 
27 000 pgml a 52 O00 puml de C I O - C ~ ~  ont été détectks dans deus différentes huiles vegttales. Avec le 
protocole d'analyse actuel (GC-FID, laboratoire externe). il n'y a donc pas de distinction entre irs hydmarburcs 
pétroliers et les composés non-polaires dc l'huile vigétale. Comme ShuiIe végétale peut aussi s'adsorber sur les 
panicules de sol. il est possible que les fortes concentntions détectées. notamment pour les lavages h 50°C. soient 
dues H I'huile vtigétole dans le sol. 
Tableau 1: matrice des essais de lavage avec biosurfacwnts t t  risultats. 
% soln de sur/actuncd ( v h )  
La figure I pdscnte des résultats de lavage S O T  a diverses conccntrations de biosurfactana. Les CIO-CS0 ont 
ire fnctionnés en 4 plages pour les analyses. Durant ces essais de lavage, le mélange de la solution de 
biosurfactants et du sol formait un complexe ("gâteau") et le sol avait quasi triplé de volume. I I  fut donc décidé en 
cours de route de rincer, a la dernière itape du lavage (Jecycle), le sol avec de I'eau. Au contact de I'eau. la 
matrice se dénaturait et le sol retrouvait ses propriétes initiales (sablonneux). Les risidus étaient alors facilement 
rCcupées sous forme de flocons (une Ctape qui serait rialisce. au niveau industriel, par Ic biais d'une unité de 
flottation). Par contre, on observe que les ichantillons rincé à I'eau ont etc presque entièrement laves des 
hydrocarbures lourds, se situant mf me au voisinnage du critirc A du MEF ( 100 mflg). En absence de rincage. Ir: 
lavage avec tes biosurfactants n'est pas efficace. et l'on voit que des C ~ O - C ~ O  sont apport& par l'huile végétale. 
notamment en comparant les concentrations en C40-C50 dans ie sol initia1 et dans te sol lave. 
21°C 




Conc. dans le sol fuvé 
(mgC1lPC5dke sec) 
1Si non spëcifiti autrement, les solutions de surfactants sont des solutions de sophorolipides 
produites en Racteur de 80 litres, I partir de glucose et d'huile vCgCtale. La concentration de 
la solution est de 70 gfl de sophorolipides et 45 g/1 d'huile vtgitale (4.5% ph)  non 
consommée par les microorganismes. 
19 590 + 417 
1 l 527 I4700 
12 15519709 




1 O0 . 
13 375 2 856 
1 440 5 405 
1587 + 496 
1420 2 365 
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Suivant ces observations, on suppose que la solution de biosurfactants telle que produite, chauffée i 50aC et 
utiliste pour ce sol. n'est pas thermostable. Dans d'autres essais (résultats non prbentcs), où les biosurfactants 
Craicnr produits a partir d'huile végémfe pure et de dcxrrose, le phenornine de "giteau" n'a p eu lieu. Les 
biosurfactants scmblcnt donc, comme les surfactants synthétiques, relativement spécifiques. 
--- - . ---- ---- . - 
Figure 1. 
Les mèmes a d s  de lavages ont ete repétes à 2I'C (température ambiante). À cene temperature. In 
solution de lavage et le sol ne réagissent pas pour famer un gareau, i l  n'y a pas formation de loudc 
matrice. Un h a g e  a et6 effectue pour voir son influence. On voit que toute augmentation de Ia 
conccnintion en biosurfactants audela de 30 fl n'augmente pas la désorption des hydrocarbures (figure 
2). Les résultats obtenus montrent clairement que les solutions de lavage sont efficaces dans ces 
conditions. 
Lavages a 21°C avec h solution de biiurbctank 
Lors d'essais de lavage avec témoin, I'huile végimle s'es montrit comme un cxccllent solvant lourd pour 
la désorption des hydrocarbures lourds adsorbes sur le sol. Des essais supplemenmircs de lavage ont été 
réalisés a diverses concentrations d'huile véçètale usée (figure 3) i 50°C. Les résultats permettent 
d'évaluer la contribution de I'huile végdtsile dans l'enlèvement des hydrocarbures lourds, pour une 
solution brute de biosurfactants donnec. Quelques lavages ii 21°C ont montré que la disorption est moins 
importante qu'a 50°C. 
Concentation résiduelle dans le sol aptes lavage a 
14000 - l'huile vdgbtale 
G 12000 
g 6000 - 
4000 . 
Concentration en huile uégétak us& dans ta solution de 
lavage (%ph) 
Figure 3 
6. ANNEXES: MODfFICATIONS 
F i  0 1  m u r  pu Ir ü b 0 1 ~  
METHODE D'ANALYSE 
DES MILIEUX ENVIRONNEMENTAUX 
SOLS - DOSAGE DES HYDROCARBURES P ~ R O L I E R S  (C,, A C,,) 
Ministère de l'Environnement et de la Faune du Québec 
Date de r4vision - No 41O0HYD. 1.0 
Date d'&mission 
1995-09- 7 4 
Du fait de la nouveaute de la méthode et dans le but de verifier son applicabilité e t  sa 
fiabilité, la Direction des taboratoires du ministére de \'Environnement e t  de la Faune du 
Québec demande aux utilisateurs e t  utilisatrices de l a  présente méthode d'exercer un 
esprit critique en ce qui a trait tous les aspects qui les interessent. Vous êtes pries de 
nous faire pan, d'ici le 15 décembre 1995, de tous commentaires e t  toutes suggestions 
susceptibles d'améliorer ou de modifier l a  prdsente méthode. 
S.V.P. faire parvenir vos commentaires à l'attention de monsieur Germain Tremblay 8 
l'adresse suivante: 
Ministbre de kv i ronnemen t  et  de la Faune du Quebec 
Direction des laboratoires 
850, boulevard Vanier 
Saint-Vincent-de-Paul (Quebec) H7C 2M7 
Teléphone: 7-5 14664-1 750 
Tél~copieur: 1-5 14-661 -85 1 2 
- : Indique l'endroit où les modifications ont ét4 effectuées. 
Historiaue de la rn4thode: 
Cette methode a 6th rgdigée dans le cadre de la politique de rdhabilitation. des terrains 
contaminés. 
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Les hydrocarbures sont des composes organiques base de carbone e t  
dthydrog&ne provenant de la distillation du p6trole. Ils peuvent Btre lindaires 
(paraffines). ramifies (is~paraffines). cycliques (naphthes), aromatiques ou oléfiniques 
(contenant un ou plusieurs liens doubles). 
Les produits pdtroliers sont des m6langes cornpiexes qui peuvent contenir des 
centaines d'hydrocarbures différents, tous, dans des concentrations variables et dont 
plusieurs sont non identifies. Par exempte, la composition de l'essence fraîche varie 
selon l'origine du pétrole brut de depart, le procCdé de fabrication ou le grade et peut 
contenir plusieurs centaines de produits differents allant du propane aux composes 
aromatiques ayant dix carbones de meme que certains additifs. Bien que les produits 
petroiiers contiennent des traces de composds polaires tels les mercaptans, les alcools, 
les phtinols, les indoles, tes pyrroles, etc, les produits petroliers sont constitués 
majmitairement d'hydrocarbures non polaires, 
Les produits pétroliers sont utilises généralement comme carburant, lubrifiant ou  
diluant. 
Lorsque rejet4 dans l'environnement, les constituants du produit petrolier sont 
altérés via des mecanismes de bioddgradation, d'évaporation, de lixiviation... e t  
présentent, B l'analyse, des patrons chromatographiques tout fait différents de ceux 
des melanges frais puisque les composés observCs aprés la dégradation correspondent 
aux fractions les plus persistantes du melange original. 
Cette methode s'applique au dosage des hydrocarbures dans les sols contaminés 
avec des produits pétroliers. 
Le domaine de linearitd du dosage au GC-FID se situe entre O er 3 mg~rpl. 
d'hydrocarbures pour la solution-etal on. 
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2. PRINCIPE ET THÉORIE 
L'échantillon solide est d'abord deshydrate avec du sulfate de magnésium 
anhydre puis extrait avec de I'hexane b l'aide d'un bain t~ ultrason. Par la suite, du gel 
de silice est ajouté l'extrait a f i n  d'adsorber la presque totalité des substances polaires 
puis le surnageant est analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée un  
détecteur B ionisation de flamme (GC-FID). 
La concentration des hydrocarbures présents dans I'6chantillon est déterminée 
en comparant la surface totale de l'ensemble des pics r6solus et non résolus se situant 
entre n-C,, et  n-C,, avec la courbe d'étalonnage établie dans les mêmes conditions. 
Pour la definition des termes suivants, se référer au document vocabulaire. 
- Tout composé, autre que les hydrocarbures, solubles dans l'hexane et  répondant 
au détecteur à ionisation de flamme peut entrainer une surestimation de la 
concentration des hydrocarbures. 
Les résidus lourds du petrole peuvent contenir une portion non soluble dans 
I'hexane. 
3.2 LIMITE DE DÉTEC~ON 
La limite de ddtectiori 100 mglkg d'hydrocarbures p8troliers C,, B C,,. 
La limite de quantification est de 300 mglkg d'hydrocarbures petroliers C,, B C,,. 
Un microlitre d'une solution-étalon de 1 rnglrnL montre une surface d'environ 
8 O00 000. 
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La r6plicabilité d'une serie de mesures (N, = 14) est de k 20 mglkg a une 
concentration de 800 mglkg et  de (N, = 12) * 30 mglkg à une concentration 
de 2 560 mglkg en hydrocarbures pdtroliers C,, B C,,. 
Aucune donnee statistique n'est disponible. 
Aucune donnde statistique n'est disponible. 
JUSTESSE 
La jutasse ne peut Btre determide puisqu'il n'existe pas de materiel de rtiference 
pour la teneur en hydrocarbures p4ttoliers C,, Si C, dans les sols. 
3.7 P ~ ~ ~ ~ ~ ~ A ~ ~ ~ ~  
Aucune donnee statistique n'est disponible. 
Pr6lever un minimum de 100 grammes d'bchantillon reprdsentatif dans un 
contenant de verre exempt de contaminant. 
Conserver 1'4chantillon a environ 4OC si l'analyse est effectues eo moins de sent 
(7) iours: sinon consemec l'échantillon B -20°C. Le delai de conservation entre le 
prdlevement e t  l'analyse ne doit pas exceder 6 mois. 
5.1 - Une balance dont la sensibilit6 est de 0,01 g. 
5.2 - Un bain b ultrason dont la puissance est d'environ 350 watts. 
5.3 - Un agitateur à culbutage (100 rotations B la minute), 
5.4 - Un système d'dvaporation sous jet d'azote avec aiguilles (optionnel). 
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- Un chramatographe en  phase gazeuse muni d'un injecteur "on column" 
afin d8&iminer l'effet de discrimination de masse et fonctionnant avec un 
debit constant tout le long de la programmation de température (le débit 
à 35OC doit etse le même qu'a 300°C). Le chromatographe est couplé 
B un détecteur A ionisation de flamme. 
- Un injecteur automatique. 
- Une colonne chromatographique capillaire de type SPB-1 d'une longueur 
de 15 rn, d'un diambtre interne de 0.53 mm dont la phase est d'une 
épaisseur de 0,15 pm munie d'une pré-colonne de 0,5 m et de diamétre 
interna de 0'53 mm. 
- Un systéme informatisd de traitement de donn4es. 
Une imprimante. 
5.1 0 - Bouteiiies de 40 m l  claires en verre de borosilicate type 1, classe A avec 
septa de silicone TF€ 22 mm et bouchons appropriés. 
5.1 1 - Distributeur automatique de 50 mL gradue B 1 mL. 
6. REACTIFS Et ÉTALONS 
Les réactifs commerciaux utilisés sont de qualité A.C.S., à moins d'indication 
contraire. 
6.1 - Hexane de quaIitg OrnniSolu distillé dans le verre, approprie pour la 
spectrophotom6trie ttt m chromatographie, vérifi4 p w r  l'absence 
d'hydrocarbures entre n-C,, et n-C,,. 
C 
6.4 - Sulfate de rnagn6sium, MgSO,. 
Traiterie sulfate de magnésium en le chauffaM-a650°C p e n a n t  une nuit; 
laisser refroidir au dessiccateur B la temp6qiture de b piéce et mettre 
dans un contenant en verre fermé. 
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Gel de silice (60-200 rnesh), SiO,, grade 62. 
f raiter le gel de silice en le chauffant A 110°C @endant une nuit; laisser 
refroidir au dessiccateur 61 la température de la pièce et mettre dans un 
contenant en verre fermé. 
Solution pour déterminer la fenetre de dosage (n-C,, et n-C,,). 
Dissoudre 1,5 mg de n-C, dans environ 70 mL d'hexane, immerger cette 
solution dans un becher d'eau chaude et placer dans le bain à ultrason 
pendant 20 minutes. Ajouter 2,O pl de n-C,, et compléter a 100 rnL avec 
de I'hexane. 
Utiliser la solution de diesel alt6re à 50% (Diesel fuel # 2) b une 
concentration de 5000 pg/mL de la compagnie Restek. 
Solution d'gtalonnage 
A partir de la  solution-&alon mére de diesel (6.7), préparer une s&ie de 
solutions-btalons avec de I'hexane; les concentrations sugghrées sont 
1 .O , 0.1 et 0,02 mg/mL, 
PROTOCOLE ANALYTOUE 
PR~PARATION DE LA VERRERIE 
La dé6ontamination prealable, B I'hexane, du materiel utilis'tl est indispensable- 
7.2 EXTRACTION DES HYD'ROCARBURES 
HomogBnéiser e t  triturer tout tb8chantillon B l'aide d'une spatule ou cuillére dans 
un contenant approprié. &miner le matériel (roche, bois .,.) dont les dimensions 
sont supBrieutes B environ 5 mm. II est recomrnand4 d'utiliser du matdriel 
jetable. Si  l'analyse des compos4s volatils est demandée, prélever un sous- 
Bchantillon avant de proceder B cette dtape d'homogén4isation. 
- Dans une bouteille de 40 ml. peser, B 0,01 g prhg. 5 arammez B6chantillon et 
noter 'le poids. 
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Triturer avec une tige de verre jusqu83 l'obtention d'une fine pou&:?. 
Ajouter, au distributeur automatique, 2 ~ ,  mL d'hexane. 
Mettre au bain A ultrason pendad 10 minu'- en s'assurant que le niveau d'eau 
dans le bain soit egal ou sup6cteW au niveau d'hexane dans les boi~teilles 
d'extraction. 
Ajouter 1,s g r a m e s  de gel de silice directement dans la bouteilte contenant 
l'extrait. 
Brasser 10 minutes au moyen de l'aoitateur ~ulbutage. 
Avec une pipene Pasteur, prélever le surnageant e t  le t ransfhr  dans une 
bouteille de dosage. 
Avec chaque serie d'bchantillon, appliquer les cléments de contrbtes de qualité 
definis dans le document intituld "Lignes directrices concernant l'application des 
contr6les de qualit6 en physico-chimie, S.CA-O 1 ". 
Les conditions chromatographiques sont les suivantes: 
Temperature initiale: 
Temps d'équilibre: 
Programmation de temperature: 
TernpBranire finale : 













2,7 psi B 35°C (debit constant) 
1 PL 
SPB-1 
Injecter trois fois de I'hexene afin de s'assurer de la stabiIit6 de la ligne de base 
et conserver le dernier chromatograrnme comme valeur de bruit de fond. 
Soustraire la surface de ce chromatogramme de !a surface des chrornatogrammes 
obtenue autant pour les Btalons que pour les 6chantiilons. 
Injecter la solution n-C,,/n-Cs, 16.6) afin de determiner la fenetre d'intdgration. 
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Injecter les solutions étalons (0,02 8 5 mg/mL) afin d'établir la courbe 
ci 'étalonnage. 
Procéder à l'injection des echantilions en suivant la séquence suivante: 
1. Blanc 
2. ÉMments de contrdte (materiel de référence, duplicata, replica, etc) 
3. Extraits des échantiitons (maximum 101 
4. ttalon de 1 mg/mL 
5. Reprendre au blanc s'il y a lieu 
Intégrer l'ensemble des pics r6sofus e t  non résolus de 0.5 minute avant le n-C,, 
9 0,5 minute aprbs le n-C, en s'assurant que l'intégration c o m m e n c e .  
b la ligne r i f i  base. 
7.4 CONCENTRATION DE L'EXTRAIT SI N&ESSAIRE 
Transférer 5 mL d'echantillon dans une eprouvette conique de 15 mL calibree A 
1 mL. 
Faire suivre un ternoin constitué de 5 m l  d'hexane. 
Concentrer sous un jet d'azote jusqu'a un  volume de 1 mL. 
Doser de nouveau (voir 7.3). 
8, ÇALCUL ET EXPRESSION DES R~SULTATS 
Les résultats d'analyse sont obtenus à l'aide d'un systéme informatisé de traitement de 
dondes. 
Tracer la courbe d'étalonnage: surface obtenue pour chacune des solutions-étalons 
(soustraite de la surface du bruit de fond) en fonction de la concentration des étalons 
de O & 5 mg/mL. 
Les rdsultats sont exprimes en mglkg d'hydrocarbures péttoliers (C,,-CS,) d'aprés 
I'équation suivante: 
A x B  C = - x F .  D 
- - - -- - - - - -- 
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C: Concentration des hydrocarbures pgtroliers (C,,-Cs,) contei?Ls 
dans I'Bchantillon [mglkg) 
A: Concentration des hydrocarbures p6troliers (C,-C,) dans la 
solution dosfie déterminee a l'aide de la courbe d'etalonnage 
(mglmL1 
B: Volume final de la solution dosée (mL) 
O: Poids d'échantillon utilisé (g sur base séche) 
F : Facteur de dilution ou de concentration de la  solution dosée, si 
n6cessaira. 
Exprimer les r a s  en IR&Q de ma- s&& RF t m a n t  cornote du 
pourcentage a'humidit6 determin6 sur un autre sous-échantillon. 
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COURBE D'ÉTALONNAGE 
Diesel Restek altéré 50% 
O 2 3 4 5 6 
Concont ratlon (mglml) 


